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NACHWEIS UND CHEMISCHE TRENNUNG 
DES KORRELATIONSHEMMSTOFFES 
UND SEINER HEMMSTOFFVORSTUFE. 


Von 
EIKE LIBBERT. 


(Eingegangen am 18. März 1955.) 


1. Einleitung. 


Es ist eine allgemein bekannte Tatsache, daß Wachstumsvorgänge 
in der Pflanze hormonal gesteuert werden. Während man aber bis vor 
kurzem geneigt war, allein oder überwiegend dem Auxin eine Bedeutung 
für diese Steuerung beizumessen, mehren sich in letzter Zeit die Hin- 
weise darauf, daß bei der Steuerung vieler Wachstumsvorgänge pflanzen- 
eigene Hemmstoffe dem Auxin gleichberechtigt zur Seite treten. 

Einen solchen pflanzeneigenen HS!, den Snowschen Korrelations- 
hemmstoff (Snow 1937, LIBBERT 1954a), habe ich (Lippert 1954b, 
1955a) bei Pisum sativum nachweisen und extrahieren können. Diesem 
HS kommt eine physiologische Bedeutung hinsichtlich des Knospen- 
wachstums (Snow, LIBBERT, s. oben) und wahrscheinlich auch hinsicht- 
lich des Wurzelwachstums (LißBErRT 1955b) zu. Der Korrelations-HS 
wandert in der Pflanze gleicherweise akro- und basipetal, entsteht unter 
Auxineinwirkung, reagiert neutral und ist kein Aldehyd. Über seine 
Bildung im der Pflanze habe ich (1954 b, 1955a) folgende Hypothese ver- 
treten: Der Korrelations-HS entsteht aus einer HS-Vorstufe, die ihrer- 
seits in der Wurzel gebildet und von dieser an den Sproß geliefert wird. 
Die Umwandlung HS-Vorstufe — Korrelations-HS erfolgt unter Einwir- 
kung von Auxin. Es sei erwähnt, daß diese Vorstellung ausschließlich 
auf Grund von Experimenten an etiolierten Pflanzen entwickelt wurde. 

Wenn diese Vorstellung richtig ist, müssen die aus Sprossen bzw. 
Wurzeln etiolierter Pflanzen extrahierbaren HSe wenigstens zum Teil 
verschieden sein. Hier liegt der Ansatzpunkt für die vorliegende Unter- 
suchung. Es soll versucht werden, Unterschiede im chemischen Ver- 
halten der HSe aus Sprossen bzw. Wurzeln aufzufinden, auf Grund dieser 
Unterschiede Korrelations-HS und HS-Vorstufe (falls die beiden neben- 
einander vorliegen) auf chemischem Wege zu trennen und getrennt von- 
einander nachzuweisen. Daß der HS-Vorstufe vermutlich ebenfalls eine 


1 Hemmstoffe werden im folgenden mit HS bezeichnet. 
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(schwächere) hemmende Wirkung zukommt, habe ich bereits (1955a) 
erwähnt. 

Ausgehend von der 1954 (b) und 1955 (a) ausgesprochenen Ver- 
mutung, daß es sich bei HS-Vorstufe und Korrelations-HS um un- 
gesättigte Laktone handeln könne, sollen die aufgefundenen chemischen 
Eigenschaften der extrahierten HSe auch benutzt werden, um zu prüfen, 
ob diese Ansicht weiter aufrechterhalten werden kann. 


2. Methodik. 


Versuchsobjekt war Pisum sativum, Sorte Senator, von der Firma 
Heinemann (Erfurt). Die Pflanzen wurden entweder im thermokon- 
stanten Dunkelraum (27° C) oder im Warmhaus (20—26° C, vor direktem 
Sonnenlicht geschützt) in Töpfen mit Kristallquarzsand gezogen. Nach 
etwa 10 Tagen wurde extrahiert. 


Zur Extraktion wurden die ausgewachsenen Sproßteile zerschnitten, die Wur- 
zeln gut gewaschen, oberflächlich getrocknet, zerschnitten und gewogen. Noch 
nicht ausgewachsene Sproßteile wurden verworfen. Auf 1 g Frischsubstanz wurden 
4 cm? peroxydfreier Äther verwendet. Die Extraktion geschah bei +2 bis + 4° C 
und dauerte 24 Std. Die extrahierten Pflanzenteile wurden mit Äther gewaschen 
und Extraktions- und Waschäther zum Rohextrakt vereinigt. Dieser wurde nach 
Boysen JENSEN (1941, Methode II) in eine neutrale und eine saure Fraktion 
zerlegt; die letztere wurde verworfen. 

Bei chlorophyllhaltigen Pflanzenteilen wurde das Trennungsverfahren zuweilen 
etwas variiert, um gleichzeitig das Chlorophyll mit zu entfernen: Der Rohextrakt 
wurde mit 15 cm? Aqua dest. versetzt, der Äther abdestilliert und so die HSe in 
Aqua dest. überführt. Die wäßrige Lösung wurde filtriert, der unlösliche Rück- 
stand mit 12 cm? Aqua dest. gewaschen, das Waschwasser ebenfalls filtriert und 
alles Wasser vereinigt. Dann wurde dieses mit Glucose gesättigt, mit 3 cm? 
8%iger NaHCO,-Lösung alkalisch gemacht und zweimal mit je 30 cm? Äther aus- 
geschüttelt. Die Glucoselösung (= saure Fraktion) wurde verworfen, die äthe- 
rische Lösung (= neutrale Fraktion) weiter verarbeitet. 5 

Es wurden also nur die neutralen HSe untersucht. 

Die neutrale Fraktion (ätherisch) wurde bei den einzelnen Versuchen in ver- 
schiedener Weise weiterbehandelt, wie in den einzelnen Abschnitten des Näheren 
ausgeführt wird. Zum Schluß der Behandlung wurden die HSe in destilliertes 
Wasser überführt und in dieser wäßrigen Lösung getestet. Die Menge des destil- 
lierten Wassers war so bemessen, daß sie 1/, des Frischgewichtes der extrahierten 
Pflanzenteile betrug, eine solche HS-Lösung wurde als */,-Lésung bezeichnet. 

Die HS-Bestimmung in der wäßrigen Lösung geschah in einem 
Keimungstest. Ich habe (1955a) gezeigt, daß sich der Korrelations-HS 
im Wuchsstofftest, im „„Knospentest‘‘ und im Keimungstest nachweisen 
läßt. Da für diese Arbeit eine große Zahl von Testungen durchgeführt 
werden mußte, wurde die Testmethode verwendet, die den geringsten 
Zeitaufwand erfordert. 


Je 100 Lepidium-Samen (Ernte 1953) wurden in einer Petrischale (8 cm 2) 
auf 16 g Kristallquarzsand zur Keimung ausgelegt. Der Quarzsand war mit 5 cm? 
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der zu testenden wäßrigen HS-Lösung getränkt. Stets wurden je 2 Schalen mit 
derselben HS-Lösung beschickt. Die Keimung erfolgte im Dunkelthermostaten 
bei 27°C. Der Versuch wurde abgebrochen, wenn in den Kontrollschalen (Aqua 
dest., ohne HS) etwa 70—85% der Samen gekeimt waren, das war (in Abhangigkeit 
von der Jahreszeit) nach 11—14 Std der Fall. 

Die statistische Sicherung erfolgte in der 1954 (b, S. 293) von mir 
beschriebenen Weise. Nach dieser Rechnung ist im ungiinstigsten Falle 
(d. i. in der Nähe der 50% igen Keimung) bei einer Zahl von 200 Samen 
je Testlösung eine Differenz von 16% Keimung (d.h. also 32 Samen) 
zwischen zwei zu vergleichenden Testlösungen mit P < 0,0027 sta- 
tistisch gesichert. Eine Differenz von 16% Keimung wurde also in dieser 
Untersuchung als signifikant betrachtet und auf die Wiedergabe der 
betreffenden P-Werte verzichtet. Im allgemeinen war jedoch die 
gefundene Keimungsdifferenz weit größer. 

Jeder Versuch wurde wenigstens einmal wiederholt. Hier wird meist 
nur jeweils ein Versuch wiedergegeben. 

In einigen Versuchen (Abschnitt 8) wurden die HSe nicht im Kei- 
mungstest, sondern im Knospentest bzw. im variierten Morwusschen 
Kressewurzeltest untersucht. 

Im allgemeinen erfolgte die Testung am Tage nach der Extraktion. 
Zuweilen wurden die Extrakte einige Tage aufbewahrt. Vorversuche 
(Tabelle 1) hatten gezeigt, daß die aufgefundenen HSe sowohl in wäß- 
riger als in ätherischer Lösung als auch als Trockensubstanz (neutrale 
Fraktion auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft, nach 10d 
wieder in Äther 30 min aufgenommen) über wenigstens 10 Tage bei 
+ 2 bis+ 4°C aufbewahrt werden können, ohne auch nur einen Teil 
ihrer Wirksamkeit einzubü£en. 


Tabelle ly Haltbarkeit des Hemmstoffes aus etiolierten Sprossen. 1 Versuch. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 

















ne Pa | Testlösung HS aufbewahrt sx" 2 
1 Std nach | Aqua dont -- | 71 
Extraktion | HS — | 84 
10 Stdnach | Aqua dest — | 69 
Extraktion HS in wäßriger Lösung | 34 

HS als Trockensubstanz 33 
|: 148 in ätherischer Lösung (neutrale Fraktion) 39 
| HS in ätherischer Lösung (Rohextrakt) | 34 


Bei jedem Versuch lief eine ,,Gesamt-HS-Kontrolle‘ mit, das sind 
2 Schalen, die alle mit Äther extrahierbaren neutralen HSe in wäßriger 
Lösung enthielten (ein Teil der ätherischen neutralen Fraktion mit 
Aqua dest. versetzt, Äther abdestilliert, filtriert, eingeengt, der andere 
Teil weiterverarbeitet). Die durch diese Gesamt-HS-Lösung erzielte 


28* 
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Hemmung war nicht von Tag zu Tag gleich stark, sondern schwankte 
jahreszeitlich. Das kann auf Schwankungen des HS-Gehalts der Erbsen- 
pflanzen beruhen, aber auch auf Empfindlichkeitsschwankungen des 
Testobjekts (vgl. Mayer 1953 für Salatsamen, für Lepidium gelten 
ähnliche Erscheinungen, wie ich später berichten werde). Es können 
also stets nur die Keimungswerte ein und desselben Versuches direkt 
miteinander verglichen werden. 


3. Löslichkeit der HSe in organischen Lösungsmitteln. 


Die Untersuchung der Löslichkeit geschah auf folgende Weise: Die neutrale 
Fraktion wurde auf dem Wasserbad zur Trockene eingedampft. Anschließend 
wurde in etwa 50 cm? des betreffenden Lösungsmittels aufgenommen (30 min ge- 
schüttelt). Dann wurde filtriert, noch einmal mit demselben Lösungsmittel nach- 
gewaschen und das Wasch-Lösungsmittel ebenfalls filtriert. Dem gesamten Filtrat 
wurden 20 cm? Aqua dest. zugesetzt und das Lösungsmittel auf dem Wasserbad 

abdestilliert. Die zurück- 

Tabelle2. Löslichkeit des HS aus etiolierten Sprossen. bleibende wäßrige Lösung 
Extraktionsdauer 30 min. Siehe Text. 6 Versuche. wurde filtriert und auf dem 
Zahlen: Keimung in Prozent. Wasserbad auf!/, des Frisch- 











Ver- | Aqua | Gesamt- a Löslicher geWichts der extrahierten 

nl on | zum, | mme | Le Pflanzenteile eingeengt. 
| | Bei Verwendung eines 
1 78 | 81 | Athylather | 35 Lösungsmittel, das mit 
| | Âthanol | 87 Wasser mischbar ist (Alko- 
2 79 | 87 | Methanol | 55 hole, Aceton) wurde nach 
Aceton | 8 Filtration der alkoholischen 

3 81 27 Chloroform | 54 A = 
4 | 83 29 | Petrolither | 64 (bzw. Aceton-) HS-Lösung . 

5 76 | 30 Benzol 73 nicht Aqua dest. zugesetzt, 
6 80 | 35 Wasser 63 sondern zur Trockene ein- 


à … gedampft. Die Trockensub- 
stanz wurde in Ather (30 min) aufgenommen (Ather erweist sich als ideales 
Lésungsmittel: Tabellen 2, 5, 6) und erst aus diesem in Aqua dest. iiberfiihrt. 

Wurde die Léslichkeit in Wasser untersucht, konnte das Lésungsmittel (Aqua 
dest.) nach Filtration sofort eingeengt werden. 

Zuerst wurde die Lôslichkeit der HSe aus etiolierten Sprossen unter- 
sucht, und zwar in Ather, 96%igem Athanol, Methanol, Aceton, Chloro- 
form, Petroläther, Benzol und Wasser (Tabelle 21). 


Der Sproß-HS ist also gut löslich in Äther, Athanol und Aceton, 
gar nicht in Benzol. In Methanol, Chloroform, Petroläther und Wasser 
geht in 30 min nur ein Teil des HS in Lösung. Es fragt sich, ob bei 
längerer Extraktionsdauer etwa ein größerer Teil des HS von den zuletzt 
genannten Extraktionsmitteln gelöst werden kann (Tabelle 3). 


Es wurde also die Extraktionsdauer auf 24 Std erhöht. Zu Beginn und zu 
Ende dieser Zeit wurde je 30 min geschüttelt, in der Zwischenzeit bei 27° C aufbewahrt. 


1In allen Tabellen bedeuten: fettgedruckte Zahlen: HS nachweisbar; kursiv 
gedruckte Zahlen: HS nur zum Teil nachweisbar; gewöhnliche Zahlen: kein HS 
nachweisbar. 
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Es zeigt sich, daB bei langerer Extraktionszeit der SproB-HS auch 
in Methanol, Chloroform und Petroläther vollständig in Lésung geht. 
Die Léslichkeit in Benzol bleibt jedoch gleich Null, und auch in Wasser 
wird keine vollständige 
Lösung erreicht. Eine Tabelle 3. Löslichkeit des HS aus etiolierten Sprossen. 
Extraktionsdauer 24 Std. Siehe Text. 3 Versuche. 


Wasserlöslichkeitallerin Zain: Liane in Prost. 


den Gesamt-HS-Kon- 




















trollen nachweisbaren Ver- | Aqua |Gesamt- Lösungsmittel | Lôslicher 
x h | dest. HS — HS 

HSe muB jedoch vorhan- ru a 

den sein, eben auf Grund 1 70 42 Methanol 42 

ihrer Nachweisbarkeit 2 81 27 Nee. ren # 

à r etroläther 

in diesen ‚Kontrollen, 3 79 40 Benzol 79 

also in wäBriger Lésung. Wasser | 63 


Es wurde also versucht, 
mit heißem Wasser (bzw. auch heißem Benzol) den HS restlos aus der 
Trockene aufzunehmen (Tabelle 4). 


Die Trockensubstanz wurde mit kochendem Wasser (bzw. Benzol) übergossen 
und anschließend 15 min auf dem Wasserbad erhitzt. Dann wurde auf 15° abgekiihlt, 
filtriert und in der üblichen Weise 
weiter verfahren. Tabelle 4. Löslichkeit des HS aus etiolierten 

J N : Sprossen in heißen Lösungsmitteln. Extrak- 

Es wird also mit heißem „;onsdauer 15min (heiß). Siehe Text. 1 Ver- 








Wasser eine vollständige Lö- such. Zahlen: Keimung in Prozent. 
sung des Sproß- HS erreicht, na . 

qua | Gesamt- * Léslicher 
mit heißem Benzol gar keine. -— | ee. 
Der SproB-HS ist also in a 
Benzol absolut unléslich, in 75 44 { 20 sa - : 











allen anderen Lésungsmitteln 
vollständig” léslich, wenn auch in Methanol, Chloroform, Petroläther und 
besonders in Wasser die Löslichkeit schlecht ist. 


Bei dem Versuch, das Pflanzenmaterial nicht mit Äther, sondern von 
vornherein mit den anderen organischen Lösungsmitteln zu extrahieren 
(24 Std), erhielt ich prinzipiell gleiche Ergebnisse : Unlöslichkeit in Benzol, 
Löslichkeit in Äthanol, Methanol, Petroläther und Chloroform (Aceton 
und Wasser wurden nicht untersucht). 


Die HSe aus Wurzeln etiolierter Pflanzen wurden in der gleichen 
Weise untersucht (Tabelle 5). 

Tabelle 5 zeigt, daß sich bei etiolierten Pflanzen die HSe aus Wurzeln 
hinsichtlich aller untersuchten Lösungsmittel (mit Ausnahme des Ben- 
zols) ebenso verhalten wie die HSe aus Sprossen: Vollständige Lösung 
in 30 min in Äther, Äthanol und Aceton, in 24 Std auch in Methanol, 
Chloroform und Petroläther, bei Wasser erst vollständige Lösung in der 
Hitze (vgl. auch Tabelle 7). 
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Tabelle 5. Léslichkeit der HSe aus Wurzeln etiolierter Pflanzen. Siehe Text. 6 Versuche. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 





Ver- | Aqua | Gesamt- rn Extrak- Extrak- | Löslicher 
such | dest. HS | Lösungsmittel tionsdauer | tionsart HS 








eres) ae Äthyläther | 30min | kalt 20 
| Athanol 30 min | kalt 31 

2 | 73 | ge | Methanol | 30 min kalt 40 
| | Methanol 24 Std kalt 30 
Aceton 30 min | kalt 32 











| Chloroform 30 min kalt 62 
3 | 83 47 Chloroform | 24 Std kalt 45 
| Petroläther | 30 min kalt 63 
4 | 79 41 Petrolather 24 Std kalt 44 
5 76 26 Benzol 30 min kalt 48 
4 79 41 { Benzol 24 Std kalt 59 
Wasser 24 Std kalt 60 
| | Benzol 15 min heiß 73 
. = si { Wasser 15 min | heiß 52 


In Benzol (sowohl 30 min, als auch 24 Std, als auch heiB) geht jedoch 
bei Wurzeln ein Teil der H Se in Lösung, ein anderer Teil bleibt ungelöst. Bei 
Sprossen blieb aller HS ungelöst. (Der in Benzol unlösliche Teil kann an- 
schließend mit Äther gelöst und nachgewiesen werden, s. die Tabellen 11, 
13—16.) Es liegt also in Wurzeln etiolierter Pflanzen ein HS vor, der in 
etiolierten Sprossen nicht nachweisbar ist (weitere Beweise s. Abschnitt), 
und der sich (u. a.) durch seine Löslichkeit in Benzol von dem in Sprossen 
vorliegenden HS unterscheidet. Damit ist also ein Unterschied im HS- 
Gehalt zwischen Sproß und Wurzel aufgedeckt. Wenn die in der Ein- 
leitung dargelegte Hypothese, daß die Wurzel Bildungsort einer HS- 
Vorstufe sei, richtig ist, dann dürfte diese Vorstufe in der benzollöslichen 
HS-Fraktion vorliegen. ; 

Des weitern wurden die Untersuchungen auf die HSe aus Sprossen 
bzw. Wurzeln grüner Pflanzen ausgedehnt. Die mit derselben Methode 
erhaltenen Ergebnisse sind in der Tabelle 6 dargestellt. 

In der Tabelle 6 wurden nicht die absoluten Keimungszahlen wiedergegeben, 
sondern der Hemmungsquotient 

K—HSy 
q= K—H8, ? 


wobei K = Keimung in der Wasserkontrolle, HS, = Keimung in der Gesamt-HS- 
Kontrolle, HS, = Keimung in der untersuchten HS-Lösung ist. q = 1 bedeutet 
also eine Hemmung, die ebenso stark ist wie die in der Gesamt-HS-Kontrolle, 
q = 0 bedeutet gar keine Hemmung. Eine q-Differenz von 0,1 ist in keiner Weise 
signifikant, deshalb wurde auch q jeweils auf volle Zehntel aufgerundet. 

Aus Tabelle 6 geht hervor, daß die Löslichkeitsverhältnisse der HSe 
aus Sprossen bzw. Wurzeln grüner Pflanzen untereinander gleich sind 
und auch denen der HSe aus Wurzeln etiolierter Pflanzen gleichen. Das 
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Tabelle 6. Löslichkeit der HSe aus Sprossen bzw. Wurzeln grüner Pflanzen. 
Siehe Text. 17 Versuche. Zahlen: Hemmungsquotient. 























Sprosse Wurzeln 
Pr Extrak- Bete Fi Dix ul Senat: ion ba ati 
Pe ere tionsdauer tionsart Versuch aed Versuch | u 
quotient quotient 
Äthyläther . . . | 30 min kalt 1 1,0 9 1,0 
Athanol . . . . | 30min kalt 2 1,0 10 1,0 
Methanol. . . . 30 min kalt 3 0,6 11 0,6 
Methanol. . . . 24 Std kalt 1,0 12 1,0 
Aceton. . . . . 30 min kalt 2 1,1 11 1,0 
Chloroform . . . 30 min kalt 4 0,5 13 0,6 
Chloroform . . . 24 Std kalt 1 1,1 1,1 
Petroläther . . . 30 min kalt 5 0,7 14 0,4 
Petroläther . . . 24 Std kalt } 1,0 0,9 
Benzol. . . . . 30 min kalt 6 0,5 15 0,6 
Benzol . .... 24 Std kalt 7 | 0,5 16 0,5 
Wasser. . . . . 24 Std kalt 1 | 0,6 0,5 
Benzol . . . . . 15 min heiB * 8 | 0,6 17 0,4 
Wasser. . . . . 15 min heiB | 0,9 0,9 





ist in der Tabelle 7 übersichtlich zusammengestellt. Das heißt: In 
etiolierten Sprossen ist nur 1 HS (benzolunlöslich!) vorhanden. In grünen 
Sprossen sowie in Wur- 


zeln ist außer diesem HS Tabelle 7. Löslichkeit der HSe aus Sprossen und aus 


; i Wurzeln etiolierter bzw. griiner Pflanzen. Zeichener- 
nochein 2. HS (benzollös- klärung: +++ in 30 min kaltvöllig löslich; ++ in 
lich). Wenn in der ben- 24 Std kalt völlig löslich; + kalt nur zum Teil löslich, 
zollöslichen Fraktion die heiß in 15 min völlig löslich; + heiß und kalt nur 
HS-Vorstufe vorliegt, zum Teil löslich; — völlig unlöslich. 


- . - . 
wird diese also nicht nur, 





Etiolierte Planzen] Grüne Pflanzen 

















Lösungsmittel |—— — 
wie bisher angenommen, Sprosse | Wurzeln| Sprosse | Wurzeln 
in den Wurzeln gebildet, 

in grü Athyläther. . | +++ | +++] +++) +++ 
sondern auch in grimen finan. . .|+++/4+++/444 Rem 
Pflanzenteilen. Methanol . . | ++ ++ | ++ | ++ 
: Aceton . . . +++ | +++ +++ | +++ 
Die HSe aller un- Chloroform „I ++ | ++ 1 ++ | ++ 
tersuchten Pflanzenteile Dept | ++ ++ | ++ | ++ 
: “1: enzo .| — + + | + 
(auch die etiolierter 5 Fi + n Aig 





Sprosse) sind in 30 min 

(kalt) nicht völlig löslich in Methanol, Chloroform, Petroläther und 
Wasser. Es fragt sich, welchem der beiden HSe die Eigenschaft der 
Schwerlöslichkeit zukommt. Auf jeden Fall dem benzolunlöslichen 
HS, denn in etiolierten Sprossen ist dieser allein nachzuweisen. Ob aber 
dem benzollöslichen HS dieselbe Eigenschaft zukommt, sollen die fol- 
genden Versuche entscheiden (Tabelle 8). 








412 Ere LIBBERT: 


Die (atherische) neutrale Fraktion aus griinen Sprossen wurde zur Trok- 
kene eingedampft, in Benzol aufgenommen und filtriert. Auf diese Weise 
wurde der benzolunlôsliche HS entfernt. Dann wurde wieder zur Trockene ein- 
gedampft und mit Methanol, Chloroform, Petroläther oder Wasser aufgenom- 
men und weiter verfahren, wie auf S. 408 beschrieben. 


Tabelle 8. Löslichkeit des Benzol. HS > Aus Tabelle 8 ist zu 
rm Eztraltionsdoner 30 min ( kalt). Siehe Text, entnehmen, daß der ben- 
2 Versuche. Zahlen: Keimung in Prozent. zollösliche HS in Metha- 
= - nol, Chloroform, Petrol- 
vn | 4 PS | Lösungsmittel | Benzol ther und Wasser gut 

| ni HS jöslich ist. 








1 | m 43 Rn nun. co | 2 4. Adsorbierbarkeit der 
oroform ; 
Petroläther 4 H Se an Aktivkohle. 
: “2 46 Wasser 45 Diese wurde folgender- 


maßen untersucht: Dieneu- 
trale Fraktion wurde in 20 cm? Aqua dest. überführt, die wäßrige Lösung filtriert 
und mit einer Spatelspitze Aktivkohle 15 min geschüttelt. Dann wurde filtriert, 
mehrfach gut nachgespült, auf dem Wasserbad eingeengt und mit Lepidium 
getestet. 


Tabelle 9. Adsorbierbarkeit der HSe aus Sprossen und aus Wurzeln etiolierter 
bzw. grüner Pflanzenteile an Aktivkohle. Siehe Text. 4 Versuche. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 




















HS nach 
Versuch | Aqua dest. Extrahierte Pflanzenteile Come Kohle- 
behandlung 
1 71 Etiolierte | | Sprosse 37 70 
2 64 { Pflanzen | | Wurzeln 33 66 
3 65 Grüne | Sprosse 34 65 
4 91 { Pflanzen } Wurzeln 57 90 


Tabelle 9 zeigt, daß alle HSe (aus allen untersuchten Pflanzenteilen) 
an Aktivkohle adsorbierbar sind. Das gilt also für den benzolunlöslichen 
HS und für den benzollöslichen HS. 


5. Beständigkeit der HSe gegen Säure und Lauge. 


_ Es wurde zunächst die Beständigkeit der gesamten neutralen HS- 
Fraktion gegen Säure (5%ige HCl) und gegen Lauge (1 mol NaOH) 
untersucht (Tabelle 10). 

Die (ätherische) neutrale Fraktion wurde in Wasser überführt, die wäßrige 
Lösung filtriert. Je 20 cm? der wäßrigen HS-Lösung wurden entweder mit 30 cm? 
Aqua dest., 30 cm? 81/,%iger HCl oder 30 cm? 6?/,%iger NaOH versetzt, so daß 
also die HCI-Konzentration in der wäßrigen Lösung 5% betrug bzw. die NaOH- 
Konzentration 1 mol. Alle Teile wurden 2 Std am Rückflußkühler auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Dann wurde mit NaOH bzw. HCl neutralisiert und alle drei Teile 
(wasser-, säure- bzw. alkalibehandelt) mit Aqua dest. auf das gleiche Volum 
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Tabelle 10. Beständigkeit der HSe aus Sprossen und aus Wurzeln etiolierter bzw. 
grüner Pflanzen gegen NaOH bzw. HCl. Siehe Text. 4 Versuche. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 


























wu Ge- HS, HS, HS, 
gach: | dest. ih: Extrahierte Pflanzenteile samt- | wasser- alkali- säure- 
HS [behandelt | behandelt | behandelt 
| 

1 80 |{ Etiolierte | | Sprosse 24 23 79 77 

2 59 || Pflanzen |) Wurzeln 27 24 59 39 

3 79 Grüne | | Sprosse 40 39 78 58 

+ 88 Pflanzen |) Wurzeln 47 49 89 67 


gebracht. Anschließend wurde mit Glucose gesättigt und die HSe zweimal mit je 
50 cm? Äther ausgeschüttelt. Die Glucose-Lösung wurde verworfen, die ätherische 
HS-Lösung in Aqua dest. überführt, die wäßrige Lösung filtriert, eingeengt und 
getestet. 

Tabelle 10 zeigt zunächst, daß ein zweistündiges Erhitzen auf dem 
Wasserbad (ohne Säure oder Lauge) die HSe nicht beeinflußt, und daß 
sich die HSe quantitativ aus wäßriger Lösung ausschütteln lassen. 
Weiter ist ersichtlich, daß alle H Se, gleich ob aus etiolierten oder grünen 
Sprossen, aus Wurzeln etiolierter oder grüner Pflanzen, durch Alkali voll- 
ständig zerstört werden. Hinsichtlich der Säure verhalten sich die HSe aus 
etiolierten Sprossen einerseits und aus allen übrigen untersuchten Pflan- 
zenteilen andererseits verschieden: Der HS aus etiolierten Sprossen wird 
vollständig, die HSe’aus grünen Sprossen bzw. aus Wurzeln werden nur 
zum Teil abgebaut. 


Da (Abschnitt 3) in etiolierten Sprossen nur ein HS (benzolunlöslich), 
in grünen Sprossen und in Wurzeln außer diesem noch ein zweiter 
(benzollöslich) nachgewiesen werden konnte, liegt die Vermutung nahe, 
daß der benzolunlösliche HS säurelabil und der benzollösliche HS säure- 
stabil sei. Das wurde geprüft (Tabelle 11). 

Die (ätherische) neutrale Fraktion wurde zur Trockene eingedampft und mit 
50 cm? Benzol aufgenommen. Nach Filtration wurde der unlösliche Rückstand 
mit Benzol gründlich ausgewaschen und das Waschbenzol ebenfalls filtriert. 
Unlöslicher Rückstand und Filter wurden dann mit 50 cm? Äther extrahiert und 
ebenfalls mit Äther gut ausgewaschen. Auf diese Weise wurden zwei Fraktionen 
erhalten, eine Benzol-Fraktion, die den benzollöslichen HS, und eine ätherische 


Tabelle 11. Beständigkeit des benzollöslichen und des benzolunlöslichen HS aus 
Sprossen bzw. Wurzeln grüner Pflanzen gegen HCl. Siehe Text. 2 Versuche. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 




















- hi Unbe- | Säure- 
ss | OX | ee Hemmstoff handeit |behandelt 
| 
| | Nichtbenzol-HS 54 78 
PE le BR Mr {| “Benzo | 60 | 6 
| | Nichtbenzol-HS 51 76 
2.47%, |... Wurseln { Benzol-HS | 49 53 
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Fraktion, die den benzolunlöslichen HS enthielt. Beide Fraktionen wurden durch 
Abdestillation des Lösungsmittels in Aqua dest. überführt und anschließend der 
HCI-Behandlung (s. oben) unterworfen. 

Tabelle 11 liefert die Bestätigung der oben ausgesprochenen Ver- 
mutung: Der benzolunlösliche HS (in den Tabellen als Nichtbenzol-HS 
bezeichnet) ist säurelabil, der benzollösliche HS (in den Tabellen als 
Benzol-HS bezeichnet) ist säurestabil. Das ist auch ein weiterer Beweis 
für die Existenz zweier HSe in grünen Sprossen und in Wurzeln, dagegen 
nur eines HS in etiolierten Sprossen. 


6. Beständigkeit der HSe gegen H,O;. 
Zunächst wurden wieder die gesamten neutralen HS-Fraktionen 
untersucht (Tabelle 12). 


Die (ätherische) neutrale Fraktion wurde in Aqua dest. überführt, die wäßrige 
Lösung filtriert. 20 cm? der wäßrigen Lösung wurden mit 1 cm* H,O, (30%ig, 
Perhydrol) versetzt und anschließend 20 min am Rückflußkühler auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Dann wurde zur Trockene eingedampft, 10 cm? Aqua dest. zugesetzt, 
ein zweitesmal zur Trockene eingedampft und 10 cm? Aqua dest. zugesetzt, und 
ein drittesmal zur Trockene eingedampft. Dann wurde in Äther aufgenommen, 
in Wasser überführt, die wäßrige Lösung filtriert, eingeengt und getestet. Gleich- 
zeitig wurde eine identische Behandlung mit weiteren 20 cm? wäßriger neutraler 
Fraktion vorgenommen, aber ohne Zusatz von H,Q,. 


Tabelle 12. Beständigkeit der HSe aus Sprossen und aus Wurzeln etiolierter bzw. 
grüner Pflanzen gegen H,O,. Siehe Text. 4 Versuche. Zahlen: Keimung in Prozent. 





Ver- | Aqua Ge- | HS 3mal | ys, H,0.- 




















such I desk. Extrahierte Pflanzenteile =— à on b ehan delt 
1 81 Etiolierte Sprosse 59 59 80 
2 73 Pflanzen Wurzeln — 34 55 
3 82 Griine Sprosse 39 40 66 
4 83 Pflanzen Wurzeln 50 51 71 


Aus Tabelle 12 ist zunächst zu entnehmen, daß alle HSe das dreimalige 
Eindampfen zur Trockene überstehen. Des weiteren erweist sich aller 
HS aus etiolierten Sprossen als H,O,-labil, die HSe aus grünen Sprossen 
und aus Wurzeln nur zum Teil. Wieder liegt die Vermutung nahe, daß 
der benzolunlösliche HS empfindlich, der benzollösliche HS beständig 
gegen H,O, ist. Daß diese Ansicht unrichtig ist, zeigt Tabelle 13. 

Die neutrale Fraktion wurde, wie auf S. 413 beschrieben, in eine Benzol- 
Fraktion und eine Ather-Fraktion (die die benzolunlöslichen Bestandteile enthält) 
geteilt und dann beide Fraktionen mit H,O, behandelt. 

Der benzolunlösliche HS ist (Tabelle 13) H,O,-labil, und auch die 
Benzolfraktion büßt ihre hemmende Wirkung durch die H,0,-Behandlung 
zum (größeren) Teil ein (grüne Sprosse, Wurzeln). Das kann auf dreierlei 
Weise erklärt werden: 1. Der Abbau des benzollöslichen HS durch H,O, 
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Tabelle 13. Beständigkeit des benzollüslichen und des benzolunlöslichen HS aus 
Sprossen und aus Wurzeln grüner bzw. etiolierter Pflanzen gegen H,0,. Siehe Text. 
5 Versuche. Zahlen: Keimung in Prozent. 


























HS- H,0,- 

Ver- | A Extrahierte . Ew 

such | dest. Pflanzenteile ee ee handeit AR 
1 68 Grüne Sprosse . 32 67 
2 88 { Pflanzen } Wurzeln } 3/1 | Nichthensol-HS { 44 87 
1 68 Griine Sprosse 40 58 
2 88 { Pflanzen } Wurzeln } 3/1 Bensol-HS { 52 75 
3 90 Grüne Sprosse 45 73 
4 76 Pflanzen {| Wurzeln || 6/1 Benzol-HS 33 58 
5 | 79 |{ Btiolierte || Wurzeln 8 | 62 

Pflanzen 





kann unvollständig sein. 2. Die Behandlung des benzollôslichen HS mit 
H,0, kann zu einem Abbauprodukt führen, das selbst noch keimungs- 
hemmend wirkt. 3. Es kann in der Benzolfraktion ein weiterer HS vor- 
liegen. Im nächsten Abschnitt kann gezeigt werden, daB die 3. Méglich- 
keit zutrifft. 


7. Der HS-Gehalt der Pflanze nach operativen Eingriffen. 


Ich habe (1954b, 1955a) aus etiolierten Sprossen den SNowschen 
Korrelations-HS (vgl. Einleitung) extrahieren können. Da in etiolierten 
Sprossen keine benzollöslichen HS vorhanden sind, muß der Korre- 
lations-HS benzolunlöslich sein. — Des weiteren folgerte ich, daß aus 
der Wurzel etiolierter Pflanzen eine HS-Vorstufe stamme. Da in Wur- 
zeln zusätzlich zu dem auch in etiolierten Sprossen nachweisbaren HS 
noch ein benzollöslicher HS vorliegt, kann es sich bei diesem um die HS- 
Vorstufe handeln. Es läßt sich sehr leicht zeigen, ob diese Arbeits- 
hypothese richtig ist: Der benzollösliche HS (= HS-Vorstufe ?) soll 
nach den Ergebnissen dieser Untersuchung in Wurzeln und in grünen 
Pflanzenteilen entstehen. Wenn man also eine im Halbschatten auf- 
gewachsene Pflanze (deren Blätter intensiv grün sind, deren Sproß- 
achse dagegen nur schwach grün ist) entblättert, sollte der Gehalt an 
benzollöslichem HS im Sproß zurückgehen. Wenn man diese entblätterte 
Pflanze nun noch dekapitiert, wird sie auxinarm, dadurch sollte die Um- 
wandlung der HS-Vorstufe in den Korrelations-HS herabgemindert 
werden, infolgedessen müßte sich die HS-Vorstufe im Sproß anreichern. 
Noch durchschlagender müßte der Erfolg einer Dekapitation in einem 
etiolierten Sproß sein: Es müßte auch zur Anreicherung der HS-Vor- 
stufe (von der Wurzel geliefert) kommen; und unter der Voraussetzung, 
daß HS-Vorstufe — benzollôslicher HS sei, müßte sich dieser, der in 
etiolierten Sprossen sonst nie gefunden werden konnte, in dekapitierten 








416 EE Lippert: 


etiolierten Sprossen nachweisen lassen. Beide Nachweise (griine Sprosse 
und etiolierte Sprosse) wurden versucht (Tabelle 14 und 15, Versuch 1). 


Eine Gruppe von griinen Pflanzen wurde (als Kontrolle) intakt belassen 
Eine zweite Gruppe wurde aller bereits ergrünten Blätter beraubt, und 4 Tage 
lang wurden täglich alle sich entfaltenden Blätter entfernt. Eine dritte Gruppe 
wurde dekapitiert, alle Blätter und alle Knospen wurden entfernt, und 4 Tage 
lang wurden alle neuentstehenden Ersatzknospen fortgenommen. Nach 4 Tagen 
wurde extrahiert. 

Bei etiolierten Pflanzen unterblieb die Entblätterung, es gab also nur zwei 
Gruppen: Intakte und dekapitierte Pflanzen. 

Die nach 4 Tagen gewonnenen Extrakte wurden in der üblichen Weise 
verarbeitet und (wie auf S. 413 beschrieben) in eine benzollösliche und eine benzol- 
unlösliche Fraktion getrennt. Diese wurden getestet. 


Tabelle 14. Hemmstoffgehalt grüner Pflanzen nach Amputation der Blätter, oder 
der Blätter und Sproßspitzen, oder der Wurzeln. Testung 4 Tage nach der Amputation. 
5 Versuche. Zahlen: Keimung in Prozent. 




















Nicht- | Fenzol- Benzol 
Ver- | Aqua | Ver- | Aqua HS, 
Extrahierte Pfl teil | benzol-| S, 
eg re such | dest. | Hs | gesamt such | dest. re 
Sprosse intakter Pflanzen. . | 42 | 40 57 
Sprosse entblätterter Pflanzen 1 | 75 || 45 | 69 4 | 69 69 
Sprosse entblatterter und de- | 
kapitierter Pflanzen . . . | 70 | 89 70 
Sprosse intakter Pflanzen. . 2 | 72 J| 42 | 46 5 | 74 55 
Sprosse entwurzelter Pflanzen | 45 | 53 64 
Wurzeln intakter Pflanzen. . | 49 | 46 
Wurzeln entblatterter Pflanzen 3 74 49 | 44 
Wurzeln entblatterter und de- | | | 
kapitierter Pflanzen . . . | 66 | 47 


Versuch 1 (Tabelle 14) zeigt, daB bei griinen Pflanzen nach einer Ent- 
blätterung der benzollösliche HS fast völlig verschwindet (die verbleibende 
Differenz ist nicht signifikant). Eine entblätterte grüne Pflanze verhält 
sich also wie eine etiolierte Pflanze: Es ist nur benzolunlöslicher HS 
nachzuweisen. Nach einer Dekapitation (sowohl entblätterter grüner 
Pflanzen: Tabelle 14, Versuch 1, als auch etiolierter Pflanzen: Tabelle 15, 
Versuch 1) kehrt sich das HS-Verhältnis um: Es ist fast oder gar kein 
benzolunlöslicher HS nachzuweisen, dagegen viel benzollöslicher HS. Da- 
mit dürfte bewiesen sein, daß der benzolunlösliche HS der Korrelations- 
HS, der benzollösliche HS die Vorstufe ist, und daß unter Auxineinwirkung 
eine Umwandlung Vorstufe > HS erfolgt. (Ich konnte in den vorher- 
gehenden Arbeiten die Sproßspitze hinsichtlich ihres Einflusses auf den 
HS-Gehalt durch ß-Indolylessigsäure ersetzen). 

Aus der Tatsache, daß bei grünen Pflanzen nach einer Entblätterung 
zwar die nachweisbare Menge an HS-Vorstufe kleiner wird, nicht aber 
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Tabelle 15. Hemmstoffgehalt etiolierter Sprosse nach Amputation der Sproßspitze 
oder der Wurzeln. Testung 4 Tage nach der Amputation. 3 Versuche. 
Zahlen: Keimung in Prozent. 





| 


| Nicht- | Benzol- | | Benzol- 
E hi Ver- | Aqua à Ver- | Aqua | HS, 
xtrahierte Pflanzenteile Pipe doit: | benzol HS, such | dest, | H,0;- 
ju: HS | gesamt | | athe 





i 
| 


Sprosse intakter Pflanzen. . | 1 | 82 { 52 82 | 3 | 70 { 78 





Sprosse dekapitierter Pflanzen | 82 62 | 79 


Sprosse intakter Pflanzen. . 2077 57 | 75 
Sprosse entwurzelter Pflanzen 78 75 








die Menge des Korrelations-HS (Tabelle 14, Versuch 1), geht hervor, 
daB fiir die Bildung des Korrelations-HS nicht die HS-Vorstufe limiting 
factor ist, sondern das Auxin; es verbleibt nach der Entblätterung im 
SproB noch genügend (wohl hauptsächlich aus der Wurzel stammende) 
HS-Vorstufe, um die Korrelations-HS-Bildung aufrechtzuerhalten, 
jedoch zu wenig, um dem Nachweis im Keimungstest noch zugänglich 
zu sein (ebenso wie bei etiolierten Sprossen). 

Wird dagegen eine Pflanze ihrer sämtlichen Quellen für die HS- 
Vorstufe beraubt, wird diese zum limiting factor, und die Korrelations- 
HS-Konzentration nimmt ab: Eine Entwurzelung etiolierter Pflanzen 
führt zu einem geringeren Gehalt an benzolunlôslichem HS (Tabelle 15, 
Versuch 2; in diesem Versuch lieB sich ausnahmsweise nach der Ent- 
wurzelung gar kein Korrelations-HS mehr nachweisen). 

Die Pflanzen der Versuche2 (Tabelle 14 und 15) wurden ausgegraben und in 
Bechergläser mit Leitungswasser gestellt. Bei der Halfte der Pflanzen wurden 
die Wurzeln entfernt, neuentstehende Adventivwurzeln wurden täglich weg- 
geschnitten. Nach 4 Tagen wurde extrahiert. 

Bei griinen Pflanzen (Tabelle 14, Versuch 2) wirkt sich eine Ent- 
wurzelung nicht stark auf den HS-Gehalt aus: Die Konzentration des 
Korrelations-HS bleibt unverändert, die Konzentration der HS-Vor- 
stufe nimmt insignifikant ab. Das ist verständlich, denn grünen Pflanzen 
verbleibt nach einer Entfernung einer Quelle für die HS-Vorstufe (der 
Wurzel) noch genügend (aus den Blättern stammende) HS-Vorstufe, 
um einen normalen HS-Haushalt aufrechtzuerhalten. 

Der Einfluß einer Dekapitation auf den HS-Haushalt erstreckt sich 
bis in die Wurzel (Tabelle 14, Versuch 3): Auch dort nimmt der Gehalt 
an Korrelations-HS nach der Dekapitation ab (vgl. LIBBERT 1955b). 
Durch eine Entblätterung wird in der Wurzel kein Effekt erzielt; das 
war zu erwarten, da die Wurzel selbst zu viel HS-Vorstufe besitzt, um 
von der aus den Blättern stammenden HS-Vorstufe in irgendeiner Weise 
abhängig zu sein. 

Die Dekapitationsversuche erlauben auch einen Rückschluß darauf, 
ob in der benzollöslichen HS-Fraktion zwei HSe, ein H,O,-stabiler und 
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ein H,O,-labiler, vorliegen (vgl. S. 415). Die in der Benzolfraktion vor- 
liegende HS-Vorstufe nimmt nach einer Dekapitation zu (s. oben). 
Versuch 4 (Tabelle 14) und Versuch 3 (Tabelle 15) zeigen, daß das für 
den H,0,-stabilen HS nicht zutrifft: Eine Dekapitation hat auf seine 
hemmende Wirkung gar keinen Einfluß. Damit wird gezeigt, daß die 
HS-Vorstufe H,0,-labil ist, und daß der (gleicherweise benzollösliche) 
H,0,-stabile HS unabhängig von dieser existiert und nicht etwa nur ein 
Umwandlungsprodukt der HS-Vorstufe ist oder ein (infolge unvollstän- 
digen Abbaus zurückbleibender) Rest der HS-Vorstufe. 


Nach einer Entblätterung bzw. Entwurzelung (Tabelle 14, Versuch 4 
und 5) nimmt dagegen die Konzentration des H,O,-stabilen HS ab, ein 
Zeichen, daß auch dieser aus der Wurzel stammt und aus grünen Blättern. 
Allerdings muß zu diesen Versuchen bemerkt werden, daß ihr Ergebnis 
(infolge der geringen Menge oder der geringen Wirksamkeit des H,O,- 
stabilen HS) nicht signifikant ist. 


8. Die Wirksamkeit der nachgewiesenene HSe im Knospentest 
und im Wurzeltest. 


Alle in dieser Untersuchung bisher durchgeführten HS-Nachweise 
wurden mit einem Keimungstest geführt. Es ergeben sich die Fragen: 
Welche der drei nachgewiesenen HSe beeinflussen das Knospenwachstum 
und (im Zusammenhang mit der 1955b postulierten Bedeutung des 
nachgewiesenen HS-Systems für das Wurzelwachstum) welche der HSe 
beeinflussen das Wurzelwachstum ? 


Es wurden benzolunlöslicher HS, benzollôslicher HS und H,0,- 
stabiler HS aus Sprossen und aus Wurzeln grüner Pflanzen im Knospen- 
test (LIBBERT 1955a, mikroskopische Messung) und im (leicht variierten) 
Morwusschen Kressewurzeltest (1949) geprüft (Tabelle 16 und 17). 


In den Tabellen werden nicht, wie 1955a, die Knospenlängen zu Versuchsende 
angegeben, sondern der Knospenzuwachs während des Versuches. Die Knospen- 
ausgangslänge (etwa 1,60 mm) wurde an einer Kontrollgruppe vor Versuchsbeginn 
ermittelt. Je Testlösung wurde eine Petrischale (2 10 cm) mit 30—40 isolierten 
Knoten verwandt. 

Der Kressewurzeltest wurde in der Weise variiert, daß der Versuch nicht auf 
Filterpapier (in Petrischalen) durchgeführt wurde, sondern auf Kristallquarzsand 
(in Petrischalen), der mit der Testlösung getränkt war. Es wurden zwei Petri- 
schalen (@ 8cm) mit je 10—15 Wurzeln je Testlösung verwandt. 


Tabelle 16 zeigt, daß nur der benzolunlösliche HS, also der Korre- 
lations-H S, signifikant knospenhemmend wirkt (P < 0,0002), die Hem- 
mung durch den benzollöslichen HS, also die HS-Vorstufe, ist nicht 
signifikant (P = 0,18 für HS aus Sprossen, P= 0,06 für HS aus 
Wurzeln). 
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Tabelle 16. Wirkung des benzolunlöslichen bzw. des benzollöslichen HS aus Sprossen 
und aus Wurzeln grüner Pflanzen im Wurzeltest (17/, Std) und im Knospentest 
(48 Std). Zahlen: Wurzelwachstum bzw. Knospenwachstum in mm. 2 Versuche. 





such Pflanzenteile Aqua dest. | benzol-HS gesamt 





Ver- Test Extrahierte Nicht- | Benzol-HS, 


10,75 + 0,185 | 9,95 + 0,17 




















Sprosse 13,50 + 0,365 

1 | Wurzeltest { Wurzeln | 13,06-+ 0,365 | 10,78+.0,385 | 8,20 + 0,45 
Sprosse 0,31+0,06 | 0,64-+ 0,08 

2 | Knospentest { aoe \ 0,79 +0,08 { + png 


Tabelle 17. Wirkung des H,O,-stabilen HS aus Sprossen und aus Wurzeln grüner 
Pflanzen im Wurzeltest (171/, Std) und im Knospentest (72 Std). Zahlen: Wurzel- 
wachstum bzw. Knospenwachstum in mm. 2 Versuche. 





Extrahierte Benzol-HS, 


Ver- 
Pflanzenteile Aqua dest. H,0;-stabil 


auth, Test 





Wurzeln 14,55 + 0,47 
Sprosse 1,47 + 0,09 
2 | Knospentest { Wurzeln’ } 1,54 + 0,11} 1.35 + 0,09 


Das Wurzelwachstum dagegen wird sowohl durch den Korrelations- 
HS als durch die HS-Vorstufe gehemmt (Tabelle 16). Die Hemmung 
durch die HS-Vorstufe ist sogar noch stärker (Konzentrationseffekt, 
vgl. Abschnitt 11)... Während die Konzentration an Korrelations-HS 
in Sprossen und Wurzeln gleich ist, liegt in Wurzeln mehr HS-Vorstufe 
vor als in Sprossen (P = 0,0008). 

Der H,0,-stabile HS (Tabelle 17) wirkt dagegen weder wurzel- noch 
knospenhemmend : Im Knospentest kommt es zu einer nicht signifikanten 
Hemmung (P = 0,6 bzw. 0,17 für HS aus Sprossen bzw. aus Wurzeln), 
im Wurzeltest zu einer nicht signifikanten Förderung (P = 0,055 bzw. 
0,04 für HS aus Sprossen bzw. aus Wurzeln). 





1 | Wurzeltest I wen 1 19,810,364) 105504 











9. Modellversuche mit Cumarin. 

Es wurden, wie in der Einleitung erwähnt, in vorausgegangenen 
Mitteilungen Anhaltspunkte dafür gefunden, daß die aufgefundenen HSe 
ungesättigte Laktone seien. Jetzt liegen einige Angaben über das che- 
mische Verhalten der HSe vor, so daß ein Vergleich mit dem Verhalten 
eines ungesättigten Laktons, des Cumarins, durchgeführt werden kann. 

Die Löslichkeitsversuche geben wenig Anhaltspunkte: Cumarin ist 
zwar in den hier zur Untersuchung gekommenen Lösungsmitteln ver- 
schieden gut löslich, aber selbst in einer physiologisch stark wirksamen 
Konzentration wie 10°*(g/cm?) ist es in allen diesen Substanzen löslich. 

Cumarin ist quantitativ an Kohle adsorbierbar, ist beständig gegen 
HCl, empfindlich gegen NaOH und H,0,. Alle diese Eigenschaften 
wurden im Keimungstest überprüft (Tabelle 18). 
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Tabelle 18. Adsorbierbarkeit von Cumarin an Aktivkohle, Beständigkeit von Cumarin 
gegen HCl, NaOH und H,0,. Siehe Text. Zahlen: Keimung in Prozent. 4 Versuche. 


Keimung in 
Cumarin 





Cumarin- Cumarin 




















Ver- A 

such dest. coe oa — ju unbe- be- 
handelt | handelt 

1 93 10-4 Kohle 4 89 
2 HCl 1 1 
2 90 10 NaOH 1 27 
3 79 10 NaOH 26 76 
4 59 10-5 H,0, 13 62 





Die Methode war dieselbe wie bei den entsprechenden Versuchen mit den 
extrahierten HSen, mit Ausnahme der Versuche mit H,O,: Hier wurde, da Cumarin 
sublimiert, nicht zur Trockene eingedampft, sondern nach der H,0,-Behandlung 
viermal auf etwa 1 cm* eingeengt und jedesmal anschließend 10 cm? Aqua dest. 
zugesetzt. Nach dem letzten Einengen wurde mit Ather ausgeschüttelt, getrennt, 
die ätherische Lösung in Wasser überführt und getestet. Auch auf diese Weise 
ließ sich das zugesetzte H,O, entfernen, andererseits übersteht Cumarin diese 
Behandlung, aber ohne H,0,-Zugabe, vollständig. 

Cumarin und HS-Vorstufe verhalten sich also in allen untersuchten 
Eigenschaften gleich. Der Korrelations-HS nimmt nur durch seine Benzol- 
unlöslichkeit, Schwerlöslichkeit in einigen anderen Lösungsmitteln und 
durch seine Säureempfindlichkeit eine Sonderstellung ein. Alles in allem 
spricht dieses Ergebnis für die Identität zumindest der HS-Vorstufe 
mit einem ungesättigten Lakton. 

Von der Alkali- und H,0,-Empfindlichkeit des Cumarins kann man’ 
sich auch auf fluorescenzoptischem Wege überzeugen: Cumarin fluores- 
ciert in wäßriger Lösung (10°?) nur sehr schwach (violett). Nach einer 
Alkalibehandlung tritt sehr starke grüne, nach einer H,O,-Behandlung 
sehr starke blaue Fluorescenz auf. \ 


10. Fluorescenzoptisches Verhalten der untersuchten H Se. 


Der eben erwähnte Fluroescenzumschlag einer Cumarinlösung nach 
Alkali- bzw. Perhydrolbehandlung gab Veranlassung, auch die HS- 
Extrakte in dieser Richtung: zu untersuchen. 

Dabei wurde von einer wäßrigen 30/1 HS-Lösung ausgegangen (neu- 
trale Fraktion von 300 g grünen Sprossen, überführt in 10 cm? Aqua 
dest.). Diese besaß eine deutliche Fluorescenz von blauer, leicht violett- 
stichiger Farbe. Eine HCl- Behandlung ließ die Fluorescenz unverändert, 
NaOH-Behandlung dagegen führte zu Intensitäts- und Farbwechsel: Die 
Intensität wurde wesentlich verstärkt, die Farbe schlug von violettblau 
nach blaugrün um. Eine Behandlung mit H,O, minderte die Intensität 
der Fluorescenz wesentlich, ein Farbumschlag erfolgte ebenfalls nach 
grünlichblau. 
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Dann wurden Benzolfraktion und benzolunlésliche Fraktion (in waB- 
riger Lösung) getrennt untersucht. Die Fluorescenz der Benzolfraktion 
(Farbe und Intensität) war dieselbe wie die der gesamten neutralen 
Fraktion, auch der Einfluß einer NaOH- bzw. H,0,-Behandlung war 
derselbe wie dort. Die benzolunlôsliche Fraktion fluorescierte nur 
schwach (Farbe wie die gesamte neutrale Fraktion), die Intensität der 
Fluorescenz wurde weder durch Alkali- noch durch H,0,-Behandlung 
beeinfluBt, lediglich ein leichter Farbumschlag nach griinlichblau wurde 
durch die NaOH-Behandlung erreicht. 


AnschlieBend wurde derselbe Versuch mit einer 30/1 neutralen Frak- 
tion aus etiolierten Sprossen durchgefiihrt. Das Ergebnis war dasselbe, 
wenn auch die Fluorescenz aller Fraktionen (mit Ausnahme der benzol- 
unlôslichen Fraktionen) von geringerer Intensität war als bei Extrakten 
aus grünen Sprossen. 


Diese Ergebnisse lassen die Frage offen, ob die Fluorescenz der Pisum- 
Extrakte wenigstens teilweise von den HSen herrührt. Dafür spricht das 
gleichartige Verhalten der HSe und der fluorescierenden Substanzen (und 
des Cumarins) gegen NaOH und gegen H,O,. Dagegen spricht die starke 
Fluorescenz der Benzolfraktion aus etiolierten Sprossen. Es wird jedoch 
angenommen (Abschnitt 11), daß die HS-Vorstufe erst in hoher Konzen- 
tration physiologisch wirksam ist. Darum ist es möglich, daß die HS- 
Vorstufe in etiolierten Sprossen in einer Konzentration vorliegt, die 
dem fluorescenzoptischen Nachweis (HS-Konzentration 30/1!) noch zu- 
gänglich ist, nicht aber dem Nachweis im Keimungstest (HS-Konzen- 
tration 3/1). Die HSe können also am Zustandekommen der Fluorescenz 
durchaus beteiligt sein. Dann gäben die Tatsachen, daß die benzol- 
unlösliche Fraktion’ nur schwach fluoresciert, und daß durch HCI-Be- 
handlung keine Änderung der Fluorescenz erreicht wird, einen Hinweis 
darauf, daß der Korrelations-HS entweder nicht fluoresciert oder in 
wesentlich geringerer Konzentration vorliegt als die HS-Vorstufe. Ich 
halte das letztere für wahrscheinlicher. 


11. Diskussion der Ergebnisse und Literatur. 

Die vorangegangenen Arbeiten (LiBBERT 1954b, 1955a) hatten zu 
der Erkenntnis geführt, daß in der Pisum-Pflanze ein HS-System vor- 
liegt, das unter Auxineinwirkung aktiviert wird. Es wurde angenommen, 
daß eine HS-Vorstufe in der Wurzel gebildet, an den Sproß weiter- 
geleitet und dort unter Auxineinwirkung zum Korrelations-HS aktiviert 
wird. Nun liegt der getrennte Nachweis von Korrelations-HS und HS- 
Vorstufe vor (vgl. auch die theoretischen Erörterungen in Abschnitt 7). 
Die dabei gewonnenen Erfahrungen zwingen zu einigen Abänderungen 
der genannten Anschauung. 


Planta. Bd. 45. 29 
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Zunächst erfolgt die Bildung der HS-Vorstufe bei etiolierten Pflanzen 
zwar nur in der Wurzel, bei griinen Pflanzen, also im Licht, offensichtlich 
auch in den Blättern (s. Abschnitt 7). Es muB also bei grünen Pflanzen 
nicht nur die Wurzel, sondern auch das Blatt (unabhängig von seiner 
Auxinabgabe) am Zustandekommen der korrelativen Knospenhemmung 
beteiligt sein. (Die Richtigkeit dieser Ansicht werde ich demnächst mit 
Auxin-Knospenhemmungsversuchen an beblätterten bzw. blattlosen 
grünen Pflanzen unter Beweis stellen ; die Versuche stehen kurz vor dem 
Abschluß.) Ich habe bereits 1954 (b, S. 311), veranlaßt durch die Er- 
gebnisse SNows (1939), die Möglichkeit erwähnt, daß assimilierende 
Blätter ebenso wie die Wurzel die korrelative Hemmung verstärken. 
Damit finden auch viele Ergebnisse DosrTALs (z. B. 1909, 1926, 1939) 
ihre Erklärung. Auch MEINL und v. GUTTENBERG (1954) nehmen eine 
HS-Bildung im Laubblatt an!. 

Des weiteren erfolgt die HS-Aktivierung, d. h. die Umwandlung HS- 
Vorstufe — Korrelations-HS, vermutlich nicht nur im Sproß, sondern 
auch in der Wurzel: Der Korrelations-HS läßt sich in allen untersuchten 
Pflanzenteilen nachweisen. Das ist nicht verwunderlich, da auch in der 
Wurzel die beiden zur Bildung des Korrelations-HS notwendigen Kompo- 
nenten, nämlich HS-Vorstufe und Auxin, nebeneinander vorliegen. Das 
eröffnet die Möglichkeit, daß das Wurzelwachstum vom Auxin über das 
aufgefundene HS-System beeinflußt wird (LIBBERT 1955b). 

Gehen wir jetzt auf die physiologische Wirksamkeit von HS-Vorstufe 
und Korrelations-HS ein. Die Knospen sind die einzigen Organe, die : 
vom Korrelations-HS unvergleichlich stärker gehemmt werden als von 
der HS-Vorstufe, im Keimungstest wirken beide etwa gleich stark, im 
Wurzelwachstumstest wirkt sogar die HS-Vorstufe stärker. Wie kann 
da die Berechtigung erhalten bleiben, die ,,HS-Vorstufe“ als ‚Vorstufe‘, 
nicht als HS zu bezeichnen ? Ich halte die relativ starke Wirksamkeit 
der HS-Vorstufe für einen ausgesprochenen Konzentrationseffekt: Die 
HS-Vorstufe dürfte überall in weit höherer Konzentration vorliegen als der 
ungleich wirksamere Korrelations-HS. Dafür liegen Anhaltspunkte vor: 
In grünen Sprossen ist die HS-Vorstufe nicht limiting factor für die 
Bildung von Korrelations-HS: Wenn durch Entblätterung die Konzen- 
tration der HS-Vorstufe im Sproß soweit gemindert wird, daß sich 
diese im Keimungstest nicht mehr nachweisen läßt, bleibt trotzdem die 
Bildung des Korrelations-HS unbeeinflußt. Es werden aiso (in Wur- 
zeln und in grünen Sprossen) nur geringe Mengen der vorhandenen Vor- 
stufe zum Korrelations-HS umgewandelt und aktiviert. In etiolierten 
Sprossen läßt sich im Keimungstest gar keine HS-Vorstufe nachweisen, 


1 Den weiteren Folgerungen MEINL und v. GUTTENBERGS (1954) kann ich nicht 
zustimmen. Das werde ich in der oben in Aussicht gestellten, in Arbeit befindlichen 
Untersuchung experimentell belegen. 
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trotzdem muß sie in einem für die Korrelations-HS-Bildung aus- 
reichenden Maße zur Verfügung stehen. 

Eine Alternative wäre allerdings, daß in etiolierten (und in entblätterten 
grünen) Sprossen gar keine HS-Aktivierung stattfände, sondern gleich der Korre- 
lations-HS, nicht die Vorstufe, von der Wurzel an den Sproß abgegeben würde. 
Ich halte das für unwahrscheinlich: Dann müßte bei etiolierten Pflanzen eine 
Aufhebung der korrelativen Hemmung durch Dekapitation auf dem Umweg über 
eine Minderung des Auxingehalts der Wurzel angenommen werden, und der Auxin- 
gehalt der Wurzel ist zwar durch eine Dekapitation des Sprosses zu beeinflussen, 
aber doch bei weitem nicht so stark wie etwa der Auxingehalt des Sprosses. Es 
wird jedoch noch nachzuweisen sein, ob die HS-Vorstufe in der Pflanze besser 
geleitet wird oder der Korrelations-HS, auf Grund der Löslichkeitsverhältnisse 
des Korrelations-HS (schlechte Löslichkeit im Wasser, keine Löslichkeit in Benzol) 
ist das erstere anzunehmen. Das ist auch theoretisch zu folgern: Es müßte sonst 
der Einfluß der Wurzel auf das Knospentreiben dekapitierter Pflanzen weit größer 
sein, als er tatsächlich beobachtet wird. 

Auch die Fluorescenzversuche geben einen Anhalt dafür, daß die 
Konzentration an HS-Vorstufe in der Pflanze weit höher ist als die 
Konzentration des Korrelations-HS. : 

Es sei nun versucht, die von mir nachgewiesenen HSe mit anderen, 
aus der Literatur bekannten, pflanzeneigenen HSen zu vergleichen. Dabei 
möchte ich von dem aufgefundenen H,O,-stabilen HS absehen, denn 
erstens habe ich (Abschnitt 7) gezeigt, daß diesem in bezug auf die 
korrelative Hemmung keine Bedeutung zukommt, und zweitens sind 
die durch diesen HS erzielten Effekte zu schwach, um mit Sicherheit 
Aussagen über sein chemisches Verhalten machen zu können. 

HS-Vorstufe und Korrelations-HS sind nicht mit dem mehrfach 
beschriebenen ‚inaktiven Wuchsstoff‘‘ (Voss 1939) identisch, denn 
dieser ist H,O,-stabil (z. B. Voss 1939, Pont 1951, TEGETHOFF 1951). 
Auch eine Tdentität mit dem HS, der zusammen mit dem Auxin den 
„inaktiven Wuchsstoff‘‘ bildet, liegt nicht vor, denn dieser ist erstens 
alkalistabil (Pont 1951) und läßt sich zweitens nicht mit organischen 
Lösungsmitteln aus wäßriger Lösung ausschütteln (TEGETHOFF 1951). 

H,0,-labile HSe wurden mehrfach in Kartoffelknollen und -kraut 
nachgewiesen (BAUMEISTER 1951, MEYER 1950). Ob es sich zum Teil 
um dieselben HSe handelt wie die hier beschriebenen, läßt sich nicht 
sagen. In Kartoffelknollen wies auch HEMBER&G (z. B. 1949a) sowohl 
saure als auch neutrale HSe nach, die sowohl äther- als auch wasser- 
löslich sind. HEMBERG mißt diesen HSen auch eine Bedeutung für die 
Ruheperiode der Kartoffelknospen bei, allerdings zeigte er 1952, daß 
in dieser Beziehung nur die sauren HSe von Bedeutung sind. Auch in 
Fraxinus-Knospen konnte HEMBERG (1949b) HSe nachweisen, die in 
Beziehung zur Ruheperiode stehen sollen. Es muß aber mit HEMBERG 
(1947) eine klare Unterscheidung getroffen werden zwischen der Ruhe- 
periode aller Knospen einer Pflanze (die von HEMBERG vorwiegend 


29* 
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untersucht wurde) und der Apikaldominanz (die von den hier unter- 
suchten HSen beeinfluBt wird). 

LARSEN (1939) wies im Extrakt aus Tomatenfriichten zwei neutrale 
HSe nach, von denen der eine gut, der andere schlecht in Wasser léslich 
war. Allerdings darf wohl kaum der HS-Haushalt einer Frucht mit dem 
einer wachsenden Pflanze verglichen werden. — Aus Pisum-Pflanzen 
wurden von Rırreu (1939) HSe extrahiert, die das Wachstum von Sac- 
charomyces hemmen, und die nicht trockenbeständig sein sollen. 

Die von Vocr (1951) aus Getreidewurzeln extrahierten HSe sind mit 
den hier aufgefundenen nicht identisch: Sie sind ausnahmslos in Äther 
schwer löslich und gegen H,O, beständig. 

Schließlich sei noch an den von STEWART (1939) aus Kotyledonen 
und Blättern von Raphanus extrahierten HS erinnert, der (wie die hier 
beschriebenen HSe) neutral reagiert, und der bei der Hydrolyse Auxin 
ergibt, also jedenfalls in Beziehung zum Auxinhaushalt steht, möglicher- 
weise in ähnlicher Art, wie es für den Korrelations-HS angenommen 
wird. 

Und damit sind wir beim Kernpunkt der weiteren Fragestellung: 
Auf welche Weise das Auxin die Umwandlung der HS-Vorstufe in den 
Korrelations-HS reguliert. Die in dieser Untersuchung aufgedeckte 
Möglichkeit, HS und HS-Vorstufe voneinander zu trennen und getrennt 
zu verarbeiten, gibt den Ansatzpunkt zur Bearbeitung dieser Frage. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


l. In ätherischen Extrakten aus Pisum-Pflanzen wurden folgende 
Hemmstoffe nachgewiesen, die alle trocken- und hitzebeständig sind 
und sich aus wäßriger Lösung mit Äther ausschütteln lassen: * 

a) Der ‚„‚Korrelations-H S‘‘. Gut löslich in Äther, Äthanol und Aceton, 
weniger gut in Methanol, Chloroform und Petroläther, unlöslich in Ben- 
zol. — Adsorbierbar an Aktivkohle, H,O,-labil, alkalilabil, säurelabil. — 
Wirksam im Keimungstest, im Wurzelwachstumstest und im Knospen- 
test. — Nachweisbar in Wurzeln, in etiolierten und in grünen Sprossen. — 
Entsteht unter Auxineinwirkung aus einer „HS-Vorstufe‘“. 

b) Die „HS-Vorstufe“‘. Gut löslich in Äther, Äthanol, Methanol, 
Aceton, Chloroform, Petroläther, Benzol und Wasser. — Adsorbierbar 
an Aktivkohle, H,0,-labil, alkalilabil, säurestabil. — Wirksam im Kei- 
mungstest und im Wurzelwachstumstest, unwirksam im Knospentest. — 
Nachweisbar in Wurzeln und in grünen Sprossen, nicht in etiolierten 
Sprossen. — Bildung in Wurzeln und in grünen Blättern. 


c) Ein weiterer HS geringerer Aktivität. Keine physiologische Be- 
deutung nachgewiesen. — H,O,-stabil. — Wirksam im Keimungstest, 
unwirksam im Wurzelwachstums- und im Knospentest. — Sonstiges 
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Verhalten wie die HS-Vorstufe (unter Vorbehalt, da wegen geringer 
Wirksamkeit Ergebnisse nicht signifikant). 

2. Korrelations-HS und HS-Vorstufe lassen sich auf Grund ihrer 
verschiedenen Löslichkeit in Benzol trennen. 

3. Verhalten der HSe nach operativen Eingriffen: 

a) Entblätterung grüner Sprosse: HS-Vorstufe nimmt ab, Korre- 
lations-HS unverändert. 

b) Dekapitation etiolierter bzw. entblätterter grüner Sprosse: HS- 
Vorstufe nimmt zu (mangelnder Verbrauch), Korrelations-HS nimmt ab 
(mangelnde Bildung). 

c) Entwurzelung etiolierter Sprosse: Korrelations-HS nimmt ab 
(Mangel an Vorstufe). 


Frl. HEIDEROSsE RUMMLER und Frl. Curista HERBST möchte ich auch an 
dieser Stelle für ihre unermüdliche und verständnisvolle Mitarbeit danken. 
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Aus dem Botanischen Institut der Westfälischen Wilhelms-Universitat Münster 


CYTOLOGISCHE STUDIEN AN LEUKOPLASTEN 
UNTERIRDISCHER PFLANZENORGANE. 


Von 
Fritz BARTELS. 


Mit 25 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 6. Dezember 1954.) 


Seit SCHIMPER (1885) sieht man die Chloroplasten, Chromoplasten 
und Leukoplasten als homologe Gebilde an, die sich nur im Pigment- 
gehalt und in ihrer Funktion unterscheiden und durch eine ,,Metamor- 
phose‘ jede Differenzierungsform annehmen können. Die Frage, ob der 
für die Chloroplasten erwiesene granuläre Aufbau für alle Plastiden- 
formen zutrifft, ist bisher wenig diskutiert worden. 

Wenn im folgenden versucht wird, die Erörterungen aufzuzeigen, die 
den Arbeiten SCHIMPERs: vorausgingen und dann bei SCHIMPER (1885) 
im wesentlichen ihren klärenden Abschluß fanden, so geschieht dieses 
im Hinblick auf DE REZENDE-PINTO (1948a; 1952). Dieser Autor griff 
zur Stützung seiner Auffassung einzelne Arbeiten heraus, ohne die mit 
dieser Fragestellung sich befassende Gesamtliteratur zu berücksichtigen. 


Mitte des vorigen Jahrhunderts wurde in zahlreichen Arbeiten der Zusammenhang - 
zwischen Stärkekörnern und Plastiden diskutiert: MuLDER (1830) war der Ansicht, 
daß beim Ergrünen Stärkekörner in Chloroplasten verwandelt werden. CRÜGER 
(1854) fand in farblosen pflanzlichen Geweben überall, wo er ernstlich danach 
suchte, Leukoplasten. Allerdings hielt CRÜGER diese farblosen Plastiden noch für 
eine Zwischensubstanz der Stärkesynthese. (Bei den Huphorbiaceen versuchte 
CRÜGER vergeblich, Leukoplasten zu finden; hier entdeckte erst POTTER (1884) die 
Plastiden im Milchsaft.) Mont (1837; 1855) schrieb den Stärkekörnern wie den 
Chloroplasten eine voneinander unabhängige Genese aus dem Cytoplasma zu. 
Dagegen meinte Boum (1856), die Chloroplasten entständen durch Umwandlung 
aus Stärkekörnern. 

Es war dann Sacus (1862), der auf experimentellem Wege klärte, daß die 
Stärkeeinschlüsse nichts mit der Entstehung der Chloroplasten zu tun hätten, 
sondern die Stärke vielmehr „ein Produkt des Lebenstätigkeit der Chlorophyll- 
körner“ sei (SACHS 1865, S. 315). Er folgerte hieraus für die Plastiden eine Genese 
aus dem Cytoplasma, machte allerdings Einschränkungen und schrieb: ,,Ausnahms- 
weise und in Organen, die ursprünglich zur Chlorophyllbildung nicht bestimmt sind, 
wie bei den am Licht liegenden Kartoffelknollen kann es vorkommen, daß sich 
früher farbloses Protoplasma um Stärkekörner herumlagert, sie einhüllt und dabei 
selbst ergrünt; derartige Formen sollte man, wenn ihre Entstehung wirklich diese 
ist, als falsche oder nachahmende Chlorophyllkérner unterscheiden.“ 

HABERLANDT (1877) und Mrkoscu (1878) vertraten erneut die Ansicht, daß 
die Chloroplasten sich aus Stärkekörnern bildeten. MıkoscH bestätigte dann 
nochmals diese Auffassung durch Veröffentlichung seiner Beobachtungen an den 
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Primordialblattern von Zea Mays und am jüngeren Gewebe von Elodea (1885). 
MEYER (1895) vermutete aber, daß Mrxoscu hier Stärkekörner beobachtet habe, die 
auf Grund der angewandten Präparationsmethode aus den Plastiden herausgetreten 
waren und frei im Cytoplasma lagen. Erst die Arbeiten von DEHNECKE (1880) und 
insbesondere von SCHIMPER (1880) brachten eine befriedigende und seitdem all- 
gemein anerkannte Lösung der Frage nach dem Zusammenhang von Stärkekörnern 
und Plastiden. Die in diesen Arbeiten publizierten Ergebnisse, auf die weiter unten 
eingegangen wird, fanden dann bei SCHIMPER (1885) und MEYER (1895) eine er- 
weiterte und zusammenfassende Darstellung. 

Wie bereits erwähnt, setzte sich MıKkoscH (1885) zu SCHIMPERS Auffassung in 
Kontroverse. Ferner sah BELZUNG (1887) frei in der Zelle liegende Stärkekörner 
als Produkt des Cytoplasmas an. Diese Beobachtung wies SCHIMPER (1887) als 
unrichtig zurück. In der darauffolgenden Erwiderung blieb jedoch BELzung (1891) 
bei seiner Ansicht, die später von DE REZENDE-PINTO (1952) zur Stützung seiner 
Hypothese herangezogen wurde. — 1895 nahm dann MEYER zu BELzuncs Ent- 
gegnung Stellung und äußerte, dieser habe sich „schwierigste Objekte“ ausgesucht 
und deshalb „bei seiner Untersuchungsmethode negative Resultate‘ erzielt. 


SCHIMPER (1880) erkannte in seiner grundlegenden Arbeit, daß die Stärke- 
kondensation immer, auch in nichtassimilierenden Zellen, an ,,Starkebildner“ 
gebunden ist und formulierte mit aller Vorsicht: ,,..., daß eine so tiefe Kluft, wie 
man sie bis jetzt zwischen der Stärkebildung der assimilierenden und derjenigen 
der nichtassimilierenden Zellen annahm, in der Tat nicht besteht. In den chloro- 
phylifreien Zellen sind es auch bestimmte Organe, welche die Stärke erzeugen, und 
die Organe sind nichts anderes als unentwickelte Chlorophylikörner, die unter dem 
Einfluß des Lichtes sich im allgemeinen zu solchen umzubilden vermögen.“ In 
seiner späteren Arbeit (1885) hatte sich SCHIMPERS Auffassung so gefestigt, daß 
er die „Stärkebildner‘ nun endgültig als „Leukoplasten‘‘ bezeichnete. In dieser 
Veröffentlichung definierte SCHIMPER unter Berücksichtigung seiner früheren 
Termini (1883) und des Vorschlags von STRASBURGER (1884) die heute übliche 
Plastidenterminologie. Seit dieser Zeit unterscheidet man bei den Plastiden Leuko- 
plasten, Chloroplasten und Chromoplasten. SCHIMPER betrachtete sie als homologe 
Gebilde, „sie stellen bloß verschiedene Formen gleichwertiger Plasmagebilde dar 
und wandeln sich sogar ineinander um“ (1885, S. 2). ,,Leukoplasten und Chromo- 
plasten sind”Metamorphosen der Chloroplasten; erstere sind durch gänzliches Ver- 
schwinden der Farbstoffe, letztere durch das Ersetzen des Chlorophylls durch andere 
Pigmente entstanden‘ (1885, S. 31). 


SCHIMPER machte allerdings Einschränkungen bei der Umwandlung der Leuko- 
plasten zu Chloroplasten in den unterirdischen Organen. Nach seiner Ansicht „sind 
nämlich keineswegs alle im Dunkeln wachsenden Pflanzenteile fähig, bei Licht- 
zutritt zu ergrünen... Bei einigen Pflanzen findet zwar Ergrünung der ganzen 
Wurzel statt, dieselbe geht dann aber äußerst langsam vor sich‘ (1885, S. 53). Das 
Nichtergrünen der Wurzeln stellte für SCHIMPER die Regel dar, das Ergrünen die 
Ausnahme. 

Erst 20 Jahre später berührte LOPRIORE (1904) dieses Problem wieder und wies 
auf einen vom Leitgewebe abhängigen Ergrünungsgradienten hin. Die Frage nach 
der Ergrünungsfähigkeit der Wurzeln fand dann 1920 eine präzisere Bearbeitung 
durch SIEBERT. Von 58 untersuchten Pflanzen der Gymnospermen, Monocotyle- 
donen und Dicotyledonen ergrünten 46; von den 12 nichtergrünten Arten ge- 
hörten allein 8 den Glumifloren an. Man kann deshalb wohl im Gegensatz zu 
SCHIMPER das Ergrünen der Wurzeln unter geeigneten Bedingungen als Regel 
ansehen, dagegen das Nichtergrünen als Ausnahme. Die Ergebnisse SIEBERTS 
wurden von GAUTHERET (1932; 1941) und FrepLeER (1936; 1938) bestätigt. 
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Die strukturellen Verhältnisse bei der Metamorphose der Leuko- 
plasten zu Chloroplasten blieben von SIEBERT, GAUTHERET und FIEDLER 
unbeobachtet. Erstmalig berichtete wohl MEYER (1895, S. 168) von 
leicht ergrünten Leukoplasten der Kartoffelknolle, die granulôs er- 
schienen. 1943 wiesen dann JUNGERS u. DOUTRELIGNE nach, daB er- 
grünte Leukoplasten der Kartoffelknolle eine polygranuläre Struktur 
zeigten wie die Chloroplasten in den oberirdischen Organen. 

DE REZENDE-PINTO (1948a, b; 1952) erwähnte mehrfach eine poly- 
granuläre Struktur beim Ergrünen von Stärke führenden Leukoplasten. 
Bei der Knolle von Solanum tuberosum bildete nach Auffassung dieses 
Autors das das Stärkekorn ,,umhiillende Cytoplasma‘ ein ,,granulôses 
Reticulum“, dessen ,,Granula‘‘ nach einiger Zeit zunehmend ergrünten. 
DE REZENDE-PINTo kam so unter Hinweis auf BELZUNG (1891) zu der 
Ansicht, daß die ,,Amylo-Chloroplasten“ einen gemischten Ursprung aus 
dem Cytoplasma und dem Stärkekorn haben. — Weiterhin beschrieb 
DE REZENDE-PINTO die Plastiden, die im Rhizom von Iris germanica 
den Stärkekörnern aufsitzen, als Grana führend: Die ,,Amyloplasten‘ 
wandelten sich bei diesem Versuchsobjekt allmählich in ,,Oleoplasten‘‘ 
um, an deren Oberfläche sich ,,cytoplasmatische Kalotten‘ bildeten, die 
immer mehr Grana zeigten, wobei schließlich die ,,Granula‘ eine grüne 
Färbung annahmen. DE REZENDE-PINTO (1952) zitierte bei diesem 
Phänomen QUEKETT (1846) und MuLDER (1830), nach deren Beobach- 
tung die Chloroplasten in direkter Metamorphose aus Stärkekörnern ent- 
standen. Die nach der Arbeit von MuLDER einsetzende Diskussion und 
die weiteren Arbeiten über das Problem wurden von DE REZENDE-PINTO 
nicht erwähnt. Ebenso unberücksichtigt von ihm blieben SCHIMPERs 
(1880; 1885) und Meyers (1883) Mitteilungen, daß im Rhizom von Iris 
germanica, I.florentina und I. pseudacorus den Stärkekörnern stets 
Leukoplasten aufsitzen, die „sehr charakteristisch körnig sind. Nach 
MEYER reagierten diese „Körnchen‘‘ genau so wie die „Kügelchen“ 
(= Grana) der Chloroplasten. — Im Verlaufe der späteren Ausführungen 
wird auf weitere Einzelheiten der Arbeiten von DE REZENDE-PINTO ein- 
zugehen sein. 

Aus den bisherigen Veröffentlichungen ist ersichtlich, daß bei er- 
grünten Leukoplasten im Rhizom von /ris und in der Sproßknolle von 
Solanum tuberosum eine polygranuläre Struktur auftritt. Es ist nun Auf- 
gabe der vorliegenden Arbeit zu prüfen, ob auch bei ergrünten Plastiden 
einer echten Wurzel ein granulärer Aufbau in Erscheinung tritt. Wenn 
dieses der Fall ist, ergibt sich die Frage, wann die Ausbildung der Grana 
einsetzt. STRUGGER (1950; 1953; 1954) hat den Nachweis geführt, daß 
die Ontogenese der fertig strukturierten Chloroplasten vom Proplastid 
ausgeht, welches nur ein ,,primäres Granum“ besitzt. STRUGGER stellt 
nach dieser Beobachtung zur Diskussion, ob das Primärgranum Anteil 
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am Plastogenkomplex haben könnte. Diese Hypothese in Verbindung 
mit SCHIMPERs Ansicht von der Plastidenmetamorphose würde dann eine 
Kontinuität der Grana in allen Differenzierungsformen der Plastiden 
fordern. Mindestens in ihren Proplastiden müßte jedoch ein Primär- 
granum vorliegen. Nach diesen Ausführungen könnte es denkbar sein, 
daß der Leukoplast auf dem monogranulären Stadium stehengeblieben 
ist. Er würde so eine Vorstufe des Chloroplasten darstellen. Man könnte 
aber auch andererseits eine polygranuläre Entwicklung aller Plastiden- 
formen erwägen, die weitgehend unabhängig von einer Pigmenteinlage- 
rung verliefe. In diesem Falle müßten allerdings die Grana in den aus- 
gewachsenen Leukoplasten faßbar sein, wobei eine eventuelle sekundäre 
Rückbildung der Grana zu berücksichtigen wäre. 


I. Untersuchungen an lebenden Zellen. 
1. Studien an Gewebeschnitten aus rhizombürtigen Wurzeln 
von Iris germanica und I. florentina. 


In fast allen Veröffentlichungen über Leukoplasten sind Hinweise 
auf die Hinfälligkeit dieser Plastiden enthalten. STRASBURGER (1884, 
S. 64 und 68) berichtete: „Die Leukoplasten sind sehr klein und sehr 
vergänglich, so daß sie äußerst leicht durch die Präparation leiden.‘ 
„An Schnitten, die in Wasser gelegt werden, verschwinden die Leuko- 
plasten fast momentan.‘‘ Ferner schrieb STRASBURGER über Schnitte aus 
dem Rhizom von Iris germanica, daß hier die Leukoplasten alsbald 
körnig werden, ‚schließlich in kleine Körner zerfallen, die Molekular- 
bewegung zeigen“. — Ebenso wiesen SCHIMPER, MEYER und KÜSTER 
(1951) wiederholt auf die Empfindlichkeit der Leukoplasten bei der 
Präparation hin. 

Voruntefsuchungen an den Wurzeln von verschiedenen Pflanzen er- 
gaben, daß die Erhaltung, die Erkennbarkeit und die Form der Leuko- 
plasten weitgehend von der Konzentration der Einbettungsmedien ab- 
hängig sind. Da die Plastiden in den Längsschnitten aus der Wurzel von 
Iris germanica und I. florentina bei einer Hellfeldbeobachtung bereits 
ohne jegliche Vorbehandlung eine polygranuläre Struktur erkennen 
lassen, sind zunächst an diesen Objekten genauere Untersuchungen 
durchgeführt worden. Der grenzplasmolytische Wert (FITTING 1917, 
nach STRUGGER 1949) des jeweiligen Versuchsobjektes gab für die 
Konzentrationsbereiche des Einbettungsmediums einen Maßstab. 

Zur Ermittlung des grenzplasmolytischen Wertes wurden aus gleichwertigem 
Gewebe jeweils zahlreiche, wenige Quadratmillimeter große Handschnitte (längs) 
hergestellt, und zwar so dünn, daß Wundreizschädigungen gerade noch vermieden 
waren. Das normale Aussehen des Kernes, der Sphärosomen, der Chondriosomen 
und der Plasmaströmung diente als Kriterium für lebende Zellen. Die Verteilung 


der Schnitte erfolgte sofort in unterschiedlich konzentrierte Rohrzuckerlösungen. 
Die Konzentrationen differierten jeweils von Schälchen zu Schälchen um 2/39) Mol. — 
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Als Zucker fand Mercks ,,Saccharose puriss. pro injectione“ Verwendung, da die 
Lösungen dieses Zuckers länger als die „alkoholgefällte Saccharose fiir bakterio- 
logische Zwecke“ steril gehalten werden konnten. Die mikroskopischen Beobach- 
tungen wurden auf Objektträgern mit eingeschliffener Vertiefung durchgeführt. 
Als Mikroskop stand das Leitzsche binokulare Forschungsmikroskop BST 29/92 
mit den Objektiven „Öl 100/1,30°“ und „Fl.Öl 114/1,32“ und einer Niedervoltlampe 
zur Verfügung. 


Bei Jsotonie der Zuckerlösung zur Zellsaftkonzentration zeigten die 
Leukoplasten der Jrisarten eine spindelförmige Gestalt (Abb. 3). Die 
Plasmaströmung führte die Plastiden mit sich, die dann den kurven- 
reichen Strömungslinien des Cytoplasmas, insbesondere in den Zellecken, 


nach 30 Min. g3emol 
/} nach 6Slunden 032mol 
5 7 Ku) 
Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1 u. 2. Plastiden aus Längsschnitten vom Rindenparenchym der Jriswurzel. Grenz- 

plasmolytischer Wert 0,3 Mol , beobachtet in 0,32 mol. Zuckerlösung. 1. Ein und dasselbe 

Plastid in seinen innerhalb von 20 min veränderten Umrißformen; beobachtet nach 30 min 

langem Aufenthalt in der schwach hypertonischen Lösung. 2. Plastidenformen nach 
6stündigem Aufenthalt in der hypertonischen Lösung. 


durch Biegung und Drehung des Körpers angepaßt wurden. Es konnte 
häufig eine Verwindung des Plastidenkörpers um seine Längsachse be- 
obachtet werden. Die stärkefreien Plastiden zeigten eine lebhafte 
Amöboidie. Die Grana waren, abgesehen von den randnahen Zonen, als 
Kreisflächen sichtbar und in Längsreihen angeordnet. Sie durchzogen 
bei Verdrehung des Plastidenkörpers in einer Schraubenlinie den Leuko- 
plasten. Das Verhältnis der Längsreihen zueinander war durch eine 
vitale Beobachtung nicht eindeutig analysierbar. Die Grana ließen sich 
wie bei den Chloroplasten (STRUGGER 1937 a u.b) mit Rhodamin B elektiv 
färben. 


Im schwach hypertonischen Medium zeigten die Leukoplasten anfäng- 
lich lebhafte Formveränderungen, später rundeten sie sich unter Volumen- 
verlust mehr und mehr ab. Die Lebhaftigkeit der Pseudopodienbildung 
nahm bei längerem Verweilen im hypertonischen Milieu ab. Nach etwa 
6 Std. traten Formveränderungen dieser Art nur noch vereinzelt auf 
(Abb. 1 und 2). — Die geschilderten Vorgänge entsprachen den Beob- 
achtungen, die GICKLHORN (1932) an den Leukoplasten in der unteren 
Blattepidermis von Orchis latifolia und O. maculata beschrieb. Es wäre 
erstrebenswert, die Versuche GICKLHORNs mit einer noch geringeren 
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Diffusionsgeschwindigkeit zu wiederholen und vor allem auch auf isotoni- 
sche und hypotonische Bereiche auszudehnen. — Lagen die Schnitte 
der Jriswurzel noch länger in der hypertonischen Zuckerlösung, so 
traten die Grana in den Randzonen deutlicher in Erscheinung und ver- 
ursachten hier meist Ausbuchtungen in den UmriBlinien. Jedoch er- 


Abb. 3. 


Abb. 4 
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Abb. 3—-7. Aus dem mikrophotographischen Protokoll eines Quellungsversuches an den 
Plastiden eines vitalen Gewebeschnittes aus dem Rindenparenchym der Wurzelhaarzone 
von Iris germanica. Nach jeder Aufnahme ist der Schnitt zur Vermeidung von pathologi- 
schen Veränderungen bis zur nächsten Beobachtung in die Zuckerlésung des Deckel- 
schälchens zürückgelegt worden. — Der grenzplasmolytische Wert wurde mit 0,28 Mol 
ermittelt. Die Überführung des Längsschnittes in eine 0,24 mol. Zuckerlösung erfolgte um 
17" Uhr. (Leica mit Aufsetzkamera von Zeiss-Winkel; Vergrößerung etwa 2200mal.) 
Abb. 3. 17* Uhr (nach 25 min). Die Leukoplasten zeigen spindelförmige Gestalt. Die Grana 
sind zum Teil, vorwiegend in Randnähe, sichtbar. Abb. 4. 19% Uhr (nach 2 Std. 30 min). 
Mit der langsamen Wasseraufnahme ist ein allmähliches Abrunden der Plastiden ver- 
bunden. In diesem Stadium treten vorübergehend Vacuolen im Stroma auf. Abb. 5. 
20% Uhr (nach 2 Std. 55 min). Bei Teilungsstadien quillt die Mittelzone (+) nicht auf. 
Deutlich sind die nicht unterbrochenen UmriBlinien der Plastiden zu erkennen. Abb. 6. 
20" Uhr (nach 3 Std.). Legen sich die Plastiden in diesem Quellungszustand anein- 
ander (Systrophe), so platten sich ihre Berührungsflächen ab. Abb. 7. 22*% Uhr (nach 5Std. 
10 min). Die Plastidengrenzschicht ist gesprengt, rosenkranzartige Fortsätze hängen den 
Plastiden an. Die Umrißlinien sind unregelmäßig und mehrmals unterbrochen. 


schwerten die plasmolytischen Veränderungen des Cytoplasmas die 
Beobachtungen. 

Wesentlich einfacher und vor allem aufschlußreicher waren die 
Untersuchungen im hypotonischen Medium. Das Quellen des Plastiden- 
stromas war mit einer Abrundung der Plastiden verbunden. Meist 
traten vorübergehend im Stroma einige kleine Vacuolen auf. Nach 
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weiterem Quellen gerieten die Grana in BRownsche Molekularbewegung. 
Bei diesen Plastiden wurden mit Hilfe eines Okulargitternetzes ein- 
gehende Beobachtungen der Bewegung jeweils eines Granums durch- 
geführt. Es ließ sich erkennen, daß die Grana nicht wie freie Korpuskeln 
bewegt wurden, sondern eine pendelähnliche Bewegung zeigten. 


Der bisher geschilderte Quellungsvorgang, also einschließlich der 
Brownschen Bewegung der Grana, ließ sich durch Überführung in ein 
nicht zu stark hypertonisches Medium reversibel gestalten. Dies geschah 
mit einer Konzentration, die ?/joo bis */199 Mol oberhalb des grenzplasmo- 
lytischen Wertes lag. Wenn die Plastiden wiederum Spindelform an- 
genommen hatten, konnten die Schnitte nach Überführung in eine 
isotonische Lösung mehrere Tage unverändert am Leben erhalten 
werden. 


Beließ man aber die Schnitte, in denen die Grana innerhalb der 
Plastiden in Bewegung geraten waren, weiterhin in hypotonischer 
Lösung, so kam es nach geraumer Zeit zur Sprengung der Plastiden- 
grenzschicht. Die Grana wurden dabei einzeln oder zu mehreren zu- 
sammengeballt herausgeschleudert und zogen meist Stromaplasma- 
stränge nach sich. Die Scheibchennatur der Grana konnte bei diesem 
Vorgang wiederholt beobachtet werden. Einzelne Grana überschlugen 
sich beim Herausschleudern mehrmals, so daß sich ein und dasselbe 
Granum von allen Seiten zeigte. Die herausgeschleuderten Plastiden- 
teile wurden als kugelige oder fädige, verzweigte und unverzweigte, oft 
rosenkranzartige Gebilde im strömenden Cytoplasma mitgeführt. Die 
Restkörper der Plastiden zeichneten sich durch unregelmäßige, bi- 
zarre Umrißlinien aus. Die Plasmaströmung in derartigen Zellen war 
lebhaft, der Kern zeigte undeutliche Konturen. Es war überraschend, 
daß sich in derartigen Präparaten Zellen mit Plastidentriimmern bis 
zu 3 Wochen, meist bis zu ihrer völligen Verpilzung, in diesem Zustand 
am Leben erhalten ließen. Die Voraussetzung dazu war allerdings ein 
Experimentieren mit geringen Konzentrationsunterschieden, damit der 
Quellungsvorgang äußerst langsam vor sich ging. — Die beschriebenen 
Beobachtungen im hypotonischen Medium sind durch die Mikrophoto- 
graphien (Abb. 3—7) belegt. 


2. Quellungsversuche an den Leukoplasten der Vicia-Faba-Wurzel. 


Mit der bei den Versuchen an Jris beschriebenen Methode erfolgte 
nun eine Untersuchung der Plastiden in Längsschnitten aus dem Rinden- 
parenchym aller Alterszonen der Hauptwurzel von etwa 2—3 Wochen 
alten Vicia-Faba-Keimlingen. Im isotonischen Medium hatten die Leuko- 
plasten eine länglich-ovale Form. Ihr Lichtbrechungsindex und der 
des umgebenden Cytoplasmas unterschieden sich nur wenig, dadurch 
war eine optische Analyse erschwert. Das Auffinden der Leukoplasten 
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wurde jedoch durch Be- 
achten des Sphärosomen 
erleichtert; denn diese 
bewegen sich innerhalb 
einer Zelle in einer im 
Verhältnis zu den Pla- 
stiden und Chondrioso- 
men der Peripherie näher 
gelegenen Schicht des 
Cytoplasmas.  Verlegt 
man von den leichter er- 
kennbarenSpharosomen 
aus die optische Ebene 
um ein geringes zellein- 
warts, so trifft man mit 
Sicherheit auf die sich 
dort befindenden Leuko- 
plasten und Chondrio- 
somen. Grana waren in 
den Plastiden im isoto- 
nischen Medium nicht 
zu erkennen. Nachdem 
im weiteren die Längs- 
schnitte in eine hypo- 
tonische oder auch 
hypertonische Lösung 
überführt waren, hoben 
sich die Plastiden bald 
stärker vom umgeben- 
den Cytoplasma ab ; als- 
dann trat nach einiger 
Zeit eine Abkugelung 
des Plastidenkörpersein, 
und peripher gelagerte 
Grana waren zu sehen. 


Die Grana konnten 
durch extreme Konzen- 
trationsänderungen des 
Einbettungsmediums in 
kürzester Zeit sichtbar 
gemacht werden, jedoch 
zeigten die Zellen dann 
pathologische Verände- 
rungen. Dieser Befund 
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Abb. 8. 





Abb. 8. Die um den Kern gelagerten Plastiden heben 
sich nur schwach von ihrer Umgebung ab, ihre läng- 
lich-ovale Form ist aber noch erkennbar. (Keimling 
14 Tage alt, Längsschnitt aus dem Rindenparenchym 
der Seitenwurzelzone; grenzplasmol. Wert 0,28 Mol; 
Einbettungskonz. 0,28 Mol; Leica mit Aufsetzkamera 
von Zeiss-Winkel; Vergrößerung etwa 2000 mal.) 
Abb. 9. Man erkennt 3 Grana in den gequollenen 
und abgerundeten Plastiden, ebenso die charakteri- 
stischen Beugungsbilder derSphärosomen. Der Schnitt 
hatte 5!/, Std. in einer 0,18 mol. Zuckerlösung gelegen. 
(Keimling 14 Tage alt; Längsschnitt aus der Wurzel- 
rinde der Differenzierungszone; grenzplasmol. Wert 
0,22 Mol; Leica mit Mikas von E. Leitz !/,mal; 
Vergrößerung etwa 1200 mal.) 
Abb. 10. Bei der vitalen Beobachtung konnten in den 
dargestellten, gequollenen Leukoplasten 8—10 Grana 
gezählt werden. Die Aufnahme läßt nur einen Teil von 
diesen erkennen. Der Schnitt lag 4'/, Std. in einer 
0,18 mol. Zuckerlösung. (Keimling 17 Tage alt; Längs- 
schnitt aus dem Rindenparenchym unmittelbar nach 
der Wurzelhaarzone; grenzplasmol. Wert 0,26Mol; 
Leica mit Mikas von E. Leitz; Vergrößerung etwa 
1700 mal.) 
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gab die GewiBheit, daB es sich bei den Grana, die durch Quellen des 
Stromas sichtbar werden, nicht um Stärkekôrner handelte. Der nega- 
tiv verlaufene Stärkenachweis mit Jodjodkalium und die gegenüber 
einem Stärkekorn unterschiedliche Lichtbrechung festigten diese An- 
sicht. AuBerdem waren die Grana von einer auffallenden GleichmaBig- 
keit, wie sie bei Stärkekörnern mit entsprechenden Dimensionen nicht 
zu beobachten war. Bei gleichalten Plastiden wurde ferner eine an- 
nähernd übereinstimmende Anzahl der Grana vorgefunden. Diese Be- 
obachtungen haben mit dazu beigetragen, in den beschriebenen Grana 
den Plastiden zugehörige Strukturelemente zu sehen. 


Um möglichst schonend in das Zellgeschehen einzugreifen, wurde 
mit einer Zuckerlösung experimentiert, deren Konzentration 2/19) bis 
*/,00 Mol unter dem grenzplasmolytischen Werte lag. Das Quellen des 
Stromas erstreckte sich dann über einen Zeitraum von 6—12 Std. Wenn 
nach Sichtbarwerden der Grana das Medium zur nunmehrigen Zellsaft- 
konzentration isotonisch gehalten wurde, so ließen sich die Schnitte in 
diesem Zustand bis zu 2 Wochen und länger am Leben erhalten. 

Durch Umkehrung des Quellungsvorganges wurden die Leukoplasten 
erneut optisch homogen. Die Plastiden konnten dann noch mit der 
von Boum (1883; Bokorny 1888; WINKLER 1898 u.a.) angewandten 
Methode zur Bildung von Stärkekörnern gebracht werden. 


Bei Erhaltung der Hypotonie quoll das Plastidenstroma weiter, bis 


es schließlich zu einer Plastidenplasmoptyse kam; jedoch spielte sich _ 


dieser Vorgang nicht so auffallend ab, wie er bei /ris beschrieben wurde. 
Auch gelang es nicht, die Grana vorher in Brownsche Bewegung zu 
bringen; die Viscositätsverhältnisse der Leukoplasten der Vicia-Faba- 
Wurzel lassen das offenbar nicht zu. — Die beschriebenen Beobachtungen 
sind durch die Mikrophotographien (Abb. 8—10) belegt. 


3. Nachweis von Lipoiden in den Grana der Leukoplasten 
der Vicia-Faba-Wurzel. 


Es lag nahe, die bei Quellung der Leukoplasten in Erscheinung 
tretenden Grana denjenigen der Chloroplasten gleichzusetzen und in den 
Grana der Leukoplasten ebenfalls lipoidhaltige Strukturen zu vermuten. 
Diese Annahme fand noch eine weitere Verstärkung, als mit „AP-Sudan‘“ 
(nach CzAPEK 1919) rote Trôpfchen an den Leukoplastentrümmern 
nachgewiesen werden konnten. Es wurde deshalb im weiteren versucht, 
die Grana im vitalen Zustand mit Mercks Rhodamin B (STRUGGER 
1937a und b) herauszufärben. Um bei der Färbung ungequollene und 
gequollene Stadien der Plastiden zu erfassen, fand wiederum eine Reihe 
von Deckelschälchen mit unterschiedlich konzentrierter Zuckerlösung 
Verwendung. Als Lösungsmittel diente eine wäßrige Rhodamin B- 
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Lösung (1:20000). Die Schnitte kamen für 2—8 Std. in die Farblösungen 
und wurden anschließend in einer farblosen Zuckerlösung von jeweils 
der gleichen Konzentration bis zu 12 Std. differenziert. 


Es ergab sich, daß nicht nur in den Leukoplasten mit gequollenem 
Stroma die Grana elektiv gefärbt waren, sondern auch in den unge- 
quollenen, länglich-ovalen Plastiden rotgefärbte Grana auftraten. Also 
zeigten die Leukoplasten auch im isotonischen Medium, in dem bei 
farbstofffreier Zuckerlösung die Plastiden homogen erschienen, eine poly- 
granuläre Struktur (Abb. 11 und 12). 





Abb. 12. 


Abb. 11 und 12. Bei den Leukoplasten sind im isotonischen Milieu die Grana mit Rhodamin B 
herausgefärbt. Sie sind etwa 0,3 4 groß und in ungequollenem Stroma weniger scharf 
konturiert. Deshalb soll die in Abb. 12 nach einer mikroskopischen Analyse hergestellte 
Zeichnung zur Erläuterung dienen. (Keimling 12 Tage alt; Längsschnitt aus dem Rinden- 
parenchym der Seitenwurzelzone; grenzplasmol. Wert 0,28 Mol; bei 0,28 Mol 5 Std. lang 
gefärbt und 6 Std. differenziert; Leica mit Mikas von E. Leitz; Vergrößerung etwa 1200 mal.) 


4. Ergrünungsversuche an Wurzeln von Vicia-Faba-Keimlingen. 


Die Lipophilie der Plastidenpigmente ließ vermuten, daß beim Er- 
grünen der Vicia-Faba-Wurzeln auch die Chlorophylle und Carotinoide 
wie Rhodamin B in den Grana der Leukoplasten angelagert werden und 
somit die Grana optisch faBbar sein müBten. Das Experiment bestätigte 
diese Annahme. 


Die Ergriinungsversuche, die bei Tageslicht im Freiland oder im Gewachshaus 
durchgefiihrt wurden, scheiterten an einer stark einsetzenden Veralgung der Keim- 
linge und der KulturgefäBe. Die im Belichtungsraum des hiesigen Institutes an- 
gestellten Versuche verliefen wesentlich giinstiger. Die Keimlinge wurden je nach 
der Jahreszeit 7—14 Tage lang in Buchensägemehl vorgezogen und zunächst in ab- 
gedunkelte KulturgefäBe (Jenaer Glas, Durchmesser etwa 5 cm) überführt. Dann 
wurden nach 1—2 Tagen die Verdunkelung entfernt und die Wurzeln belichtet. Als 
Nährlösung fand die Dreisalzlösung von Suive (1915; nach BAUMEISTER 1952) 
unter Zugabe der Spurenelemente Bor und Mangan Verwendung. Eisen wurde als 
Eisen-Kalium-Salz der Äthylen-Diamin-Tetraessigsäure hinzugefügt (JACOBSON 
1951). 

Als Beleuchtungsquellen dienten 2 Lampen mit je 2 Leuchtstoffröhren (Osram 
HNW 202n 21 40 W und p 11 40 W). In der Höhe der Wurzeln konnte eine 
Beleuchtungsintensität von etwa 7000 Lux gemessen werden. 


Da bereits LOPRIORE (1904, S.386) und SIEBERT (1920) bei der 
Wurzel von Vicia Faba auf Ergrünungsgradienten von der Wurzel- 
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basis zum Scheitel und vom Zentralzylinder zur Rinde hingewiesen 
haben, wurde die Wurzel in die aus der Abb. 13 ersichtlichen vier Zonen 
eingeteilt. 

Schon nach einer 6stündigen Belichtungszeit unterschieden sich in 
den Zonen I und II die Plastiden durch ihr Lichtbrechungsvermégen 
stärker vom umgebenden Cytoplasma. Nach 18stündiger Belichtung 
wurden im Zentralzylinder der 
Zone I in den plastidenfiihrenden 
Zellen innerhalb des Pericykels 
diffus ergrünte Plastiden fest- 
gestellt, und nach 24 Std. zeigten 
diese eine undeutliche polygranu- 
lare Struktur. Nach 30stündiger 
Lichtexposition waren die Grana 
scharf konturiert. Jetzt trat der 
Zentralzylinder im Wurzellängs- 
oder -querschnitt bereits makro- 
x skopisch grün in Erscheinung 

(Abb. 14). 

Zone Die Grana waren bei die- 
sen Ergrünungsversuchen nach 
ihrem Sichtbarwerden zunächst 
als dunkle, kreisrunde Gebildé zu 
erkennen. Wenn man die Plasti-' 
den in diesem Zustand in eine hy- 
Abb. 38. Des de Honvinered ee potonische Zuckerlösung brachte, 
gebildet; Zone II: Seitenwurzelanlagen sind So gerieten die Grana, nachdem 
makroskopioch erkennbar; Zone II; Wurzel- Gas Stroma hinreichend gequöllen 
Wurzelhaarzone. war, innerhalb der unzerstérten 
Plastidengrenzschicht in BRown- 
sche Bewegung. Die Beschreibung eines entsprechenden Vorganges 
erfolgte bereits an den gequollenen Plastiden der Jriswurzel. Bei nicht 
ergrünten Leukoplasten der Vicia-Faba-Wurzel konnte dieses Stadium 
durch Quellung nicht erreicht werden. Kam es bei den leicht ergriinten 
Leukoplasten zu einer Plastidenplasmoptyse, so lieB sich auch hier die 

Scheibchennatur der Grana erkennen. 

Mit zunehmender Ergrünung trat auch eine Veränderung der Pla- 
stidengestalt von einer länglich-ovalen zu einer mehr kugeligen ein. 
Nach einer 8—l4tägigen Belichtungsdauer hatten die Plastiden des 
Zentralzylinders der Zone I die fiir ausgewachsene Chloroplasten typische 
Linsenform angenommen. Bereits jetzt konnte in der Profilstellung auch 
deutlich die Scheibchenform der Grana mikroskopisch analysiert, ferner 
bei genügend großen Plastiden nach einer OsO,-Fixation und KOH- 


j Zone 
(Wurzelhaorzone) 
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Quellung (STRUGGER 1951) ihre geldrollenartige Anordnung bestätigt 
werden. Es ist anzunehmen, daß die Entstehung der ,,Geldrollen‘ auf 


wiederholte Teilungen dieser 
parallelen Scheibchen zurück- 
zuführen ist. Für eine experi- 
mentelle Bestätigung dieser 
Hypothesegibt die vorliegende 
Versuchsanordnung gute An- 
satzmöglichkeiten. 


Wie bereits LOPRIORE und 
SIEBERT beschrieben haben, 
trat der Ergrünungsprozeß À 
im Zentralzylinder mit einer Abb. 14. 











Polygranulär ergrünte Leukoplasten 


aus Zqne I der Wurzelrinde. Nach einer 6tägigen 
von Zone I zur Zone IV zu- ten me war eine har Peut 
nehmenden Verzögerung ein. noch vorherrschend. (Keimling 14 Tage alt, da- 
Ei E Be von 6 Tage belichtet; Leica mit Aufsetzkamera 
ine weitere zeitliche Ver- von Zeiss-Winkel; Vergrößerung 2200 mal.) 


schiebung der Ergrünung er- 


gab sich dann nochmals in den einzelnen Zonen vom Zentralzylinder 
zur Rinde. Der Ergrünungsvorgang im einzelnen spielte sich so ab, wie 


er für den Zentralzylinder der Zone I be- 
schrieben wurde, jedoch mit dem Unter- 
schied, daß die Anzahl der Grana bei den 
jüngeren Plastiden geringer war und somit 
auch die Linsenform nicht charakteristisch 
zur Ausbildung kam. Eine Profilstellung 
der Grana ließ sich nach hinreichender 
Belichtung ,(2—3 Wochen) auch in den 
Plastiden der Zone III beobachten. Meist 
zeigten diese ergrünten Leukoplasten, die 
in der Aufsicht noch nicht kreisförmig 
waren, dann aber nur 2 Granalagen 
(Abb. 15). 


Eine fluorescenzoptische Überprüfung 
ergab, daß es nach einer anfänglich schwa- 
chen diffusen Fluorescenz des ganzen 
Plastidenkörpers bei länger belichteten 
Wurzeln zu einer immer stärkeren Fluo- 


KH 
74 


Abb. 15. Plastid aus dem Rinden- 
parenchym der Zone III zeigt in 
Profilstellung nur 2 Granalagen. 
(Der mikrophotographische Beleg 
ist nicht reproduktionsfähig, liegt 
jedoch vor. Keimling 28 Tage alt, 
davon 19 Tage belichtet.) 


rescenz der Grana kam. Die Fluorescenz des Stromas trat mehr und mehr 
zurück. Die Größe der fluorescierenden Grana war gleichmäßig. Ihre 
Anzahl entsprach dem Entwicklungsstadium des jeweiligen Plastids. 

Zur Kontrolle sind gleichzeitig Parallelversuche mit gleichalten 
Pflanzen durchgeführt, deren Kulturgefäße abgedunkelt waren. In 


Planta. Bd. 45. 


30 








438 Fritz BARTELS: 


Wurzellängsschnitten dieser Versuchspflanzen behielten die Leukoplasten 
in allen vier Zonen ihre Amöboidie bei und unterschieden sich innerhalb 
der Zonen nur durch ihre Größe. Es konnte nicht der geringste Ansatz 
einer Formveränderung beobachtet werden, die der Ausprägung der 
Linsenform bei ergrünten Leukoplasten entspricht. Die Ausbildung der 
Linsenform ist also von einer Lichtinduktion abhängig, mit der gleich- 
zeitig eine Chlorophyllsynthese eingeleitet und beeinflußt wird. Diese 
Beobachtungen stehen mit denen von Fasse (1954) in Übereinstimmung. 


5. Nachweis des primären Granums in vitalen Proplastiden 
des Wurzelspitzenmeristems von Vicia Faba. 


Die bisherigen Ausführungen haben gezeigt, daß die vitalen Leuko- 
plasten im somatischen Gewebe der Vicia-Faba-Wurzel im isotonischen 
Medium optisch homogen erscheinen. Eine Granastruktur wird sicht- 
bar, wenn a) das Stroma zum Quellen gebracht wird oder b) die Grana 
mit Rhodamin B angefärbt oder c) durch Lichtexposition Plastiden- 
pigmente synthetisiert und den Grana eingelagert werden. Handelt es 
sich nun bei den nach diesen 3 Methoden erfaßten Grana um überein- 
stimmende Strukturelemente der Leukoplasten ? 

Die elektive Anfärbbarkeit mit Rhodamin B war allen Grana ge- 
meinsam. Plastiden, bei denen im ungequollenen Stroma die Grana mit 
Rhodamin B angefärbt waren, wurden nachträg!ich zum Quellen ge- 
bracht. Auf diese Weise konnte festgestellt werden, daß es sich bei den 
nach a) und b) sichtbar gemachten Grana um dieselben Gebilde handelte. 


Unter den ergrünten Grana ließ sich allenfalls eine morphologische 
Übereinstimmung zwischen den im isotonischen Medium mit Rhodamin B 
gefärbten Grana und denen in den ergrünten Plastiden, die gerade, un- 
deutlich granuliert erschienen, feststellen. 

Bei den nach den erwähnten 3 Methoden sichtbar werdenden Grana 
handelt es sich um die gleichen Gebilde. Diese Gewißheit ergibt sich aus 
der Tatsache, daß die Granazahl in den Plastiden bei jeder der 3Methoden 
übereinstimmend von einem Altersgradienten abhängig ist. Im Rinden- 
parenchym der Zone I konnten je Plastid etwa 30 Grana gezählt werden. 
Die Anzahl verkleinerte sich zur Wurzelspitze hin immer mehr, so daß 
in der Differenzierungszone die Jungplastiden! 4, 3 oder 2 Grana ent- 
hielten. 

Die Tendenz, die in der Abnahme der Granazahl liegt, postuliert 
geradezu auch für die Leukoplasten monogranuläre Proplastiden, deren 


! In Anlehnung an die von STRUGGER (1954) gegebene Definition der Begriffe 
„Proplastid‘‘ und ,,Jungchloroplast‘‘. Danach sprechen wir von Jungchloroplasten, 
wenn die Plastiden mehrere Grana zeigen und die Linsenform noch nicht fest avs- 
geprägt ist. — Proplastiden sind monogranulär und amöboid. 
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Existenz STRUGGER (1950; 1953; 1954) für die Proplastiden in den 
Meristemen der oberirdischen pflanzlichen Organe nachgewiesen hat. 
STRUGGER (1937b; 1953; 1954) berichtete, daß es nicht möglich sei, 
Grana im meristematischen Gewebe mit Rhodamin B elektiv zu färben. 
Bei den beschriebenen Ergriinungsversuchen stellte die Wurzelspitze, 
nachdem der Keimling in die Nährlôsung überführt war, vorübergehend 
ihr Wachstum ein. Die Calyptra lôste sich mehr oder weniger ab. Es 
lagen also Verhältnisse vor, die eine Präparation des Wurzelspitzen- 
meristems erschwerten. In- 
folgedessen hatte von den 
Untersuchungsmethoden 
nur die Quellungsmethode 
Aussicht auf Erfolg, die 
Frage nach der Existenz 
monogranulärer Proplasti- 
den im vitalen Gewebe 
experimentell zu klären. 
Es wurden daher Längs- 
schnitte durch die Wurzel- 
spitze in eine 0,28 mol. 
Zuckerlösung eingebettet 4 g go © 
und deren Konzentration ; lu , 
Abb. 16. Postmeristematische Zelle aus der Wurzel- 


bei ständiger mikroskopi- spitze von Vicia Faba. Das Zellumen ist fast vom 
scher Beobachtung allmäh- Zellkern ausgefüllt, dem Proplastiden mit gequol- 
, 7 ce lenem Stroma aufliegen. Die Volumenzunahme wurde 
lica durch Zufügen von beiden Proplastiden deutlich beobachtet. Das Primär- 

: : granum war als etwa 0,3 « großes, dunkleres Gebilde 
Agua destillata verringert. erkennbar. Seine Lagerung in den Proplastiden war 


Nach etwa 2 Std. waren recht unterschiedlich. 

dann Proplastiden mit ge- 

quollenem Stroma und in diesem die Grana zu erkennen. Die Plastiden 
in der Differenzierungs- und auch schon in der Streckungszone wiesen 
meist 2—4 Grana auf. Das monogranuläre Stadium mußte deshalb in 
der postmeristematischen Zone oder im Meristem zu suchen sein. Im 
Postmeristem konnten dann auch monogranuläre Stadien beobachtet 
werden, deren Zeichnung in Abb. 16 wiedergegeben ist. 

Diese Beobachtungen des primären Granums machen seine Existenz 
bereits in den Proplastiden des Wurzelspitzenmeristems wahrscheinlich. 
Nachdem in fixierten und mikrotomierten Wurzelspitzen monogranuläre 
Proplastiden nachgewiesen werden konnten (s. Kapitel III, Abschnitt 3), 
fand obige Beobachtung ihre exakte Bestätigung. 





v 





ei 


6. Nachweis von Pigmenten in den Plastiden der Wurzel 
von Iris germanica. 
Im Gegensatz zu den Leukoplasten der Vicia-Faba-Wurzel ist bei 
den Plastiden in den unterirdischen Organen der Jrisarten bereits in 
30* 
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unbehandelten Längsschnitten eine polygranuläre Struktur sichtbar. Da 
die plastidenreiche Calyptra gelbgefärbt ist, lag die Vermutung nahe, 
daB es sich hier um Plastidenpigmente handelt, die auch bei den einzeln 
liegenden Plastiden in den übrigen Geweben die Grana hervortreten 
lassen. 

Zur Analyse des Farbstoffes wurden Längsschnitte aus der Wurzel- 
spitze im Exsiccator getrocknet. An diesen Schnitten gelang es nach 
Zugabe von konzentrierter Schwefelsäure, die für Xanthophyll und 
Carotin typische rotviolette bis tiefblaue Färbung zu erzielen (nach 
MorıscH 1923). 

Um festzustellen, ob die Pigmente in den Plastiden lokalisiert waren 
und diese im übrigen Wurzelgewebe auch Carotinoide enthielten, 
kam die Phenol - Glycerin- 
methode nach van WISSE- 
LINGH (1914) und die Resor- 
cinmethode nach TSWETT 
(1900) zur Anwendung. 

Die Phenol - Glycerinme- 
thode beruht auf der leich- 
ten Löslichkeit der Caroti- 
| ’ EZ = Ä pP“ noide in Phenol. Glycerin ist 
Abb. 17. Polygranuläre Chromoplasten aus der als Lösungsmittel genommen, 


Wurzel von Daucus carota. Die Grana heben A 
sich sehr deutlich vom Plastidenstroma ab, da die da das Reagens sich -so 





Carotinoide in den Grana lokalisiert sind. Längs- schneller mit dem Wasser des : 


schnitt aus dem Rindenparenchym einer 2 bis i i ; 
3mm dicken Wurzel. Der wiedergegebene Zell- Objektes vermischt. Die Re- 
komplex war ungfähr 2 cm von der Wurzelspitze aktion wurd e an Lan gs- 


entfernt. Einbettung erfolgte in einer 0,36 mol. 
Zuckerlösung; Vitalaufnahme, Leica mit Aufsetz- schnitten unter ständiger mi- 
sais mere regen <n ade kroskopischer Beobachtung 
rgroberung etwa mal, 
durchgeführt, und alsbald 
ließen sich in den Zellen gelbe Schlieren beobachten, die von 
den Plastiden ausgingen. 

Eine konzentrierte Resorcinlösung vermag einige Proteine und 
Lipoide zu lösen. Die freigelegten Pigmente werden dann niedergeschla- 
gen, besonders wenn das Gewebestückchen in Glycerin oder Wasser 
leicht nachgespült wird. In Längsschnitten, die in einer Resorcinlésung 
gelegen hatten, konnten nach 6 Std. orangerote, tropfenförmige Aggre- 
gate an der Oberfläche der Plastidentrümmer festgestellt werden. 

Es bestätigten also beide Nachweismethoden, daß die Plastiden der 
untersuchten /risarten nach der STRASBURGER-SCHIMPERschen Termino- 
logie ,,Chromoplasten“‘ darstellen. Zum qualitativen Nachweis wurde 
der Farbstoff aus der Jriswurzel mit Petroleumbenzin extrahiert und der 
Farbstoffextrakt mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse 
(nach TswETT) in seine Komponenten zerlegt. In der Kartoffelstärke 
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waren mehrere Isomeren des Xanthophylls und im Aluminiumoxyd eine 
weitaus geringere Menge an Carotin adsorbiert. Die Absorptionsspektren 
der so getrennten und in Äther gelösten Farbstoffe bewiesen dann wieder- 
um, daß es sich um Xanthophyll und Carotin handelte. 

Als Testobjekt für die oben angeführten Nachweisreaktionen fand 
die Wurzel von Daucus carota Verwendung. Es wurde dabei die in die 
Gesamtproblematik der vorliegenden Arbeit sich einfügende Beobach- 
tung gemacht, daß die Chromoplasten der Mohrrübe eine polygranuläre 
Struktur aufwiesen (Abb. 17). Es traf dies zu, wenn Chromoplasten 
aus dem Rindenparenchym ganz junger etwa 2mm dicker Wurzeln 
beobachtet wurden. Darüber, wie es zur Herausbildung der aus den 
Lehrbüchern bekannten Chromoplasten von Daucus carota kommt, bei 
denen die Carotinkristalle die ursprüngliche Plastidengestalt deformieren, 
sollen eingehende Untersuchungen folgen. 


II. Diskussion der Befunde bei den Untersuchungen der Plastiden 

in vitalen Sehnitten. 

Die bei den Leukoplasten der Vicia-Faba-Wurzel beschriebenen Er- 
gebnisse wurden auch an den vitalen Plastiden der Wurzel folgender 
Pflanzen erzielt: Ranunculus Ficaria, Begonia Scharffiana, B. ulmifolia, 
B. undulata, Oxalis Acetosella, Ricinus communis, Pisum sativum, Allium 
cepa, Helianthus annuus. 

In den Plastiden der Wurzeln der aufgefiihrten Pflanzenarten waren 
im durchfallenden Licht mikroskopisch zwei Phasen zu erfassen: 1. das 
durch Wasser bis zur Löslichkeit quellbare Stroma und 2. das stark 
lipoidhaltige in Wasser unlôsliche Granasystem. Wenn das Stroma und 
die Grana in ihren Lichtbrechungsindices keinen sprunghaften Unter- 
schied aufwiesen und die Grana keine Pigmente enthielten, erschienen 
die Plastiden homogen. Es handelte sich dann um ,,optisch maskierte 
Grana‘‘. Dieses war bei den Plastiden der Fall, die den Leukoplasten der 
Vicia-Faba-Wurzel entsprachen. 

Die ,,maskierten Grana‘ werden sichtbar, sobald ihnen eine genü- 
gende Menge lipophiler Farbstoffe eingelagert ist, wie es im Experiment 
mit Rhodamin B oder durch die Ergrünungsversuche geschah. Die 
Plastiden bei den /risarten und Daucus carota trugen im natürlichen 
Zustand Xanthophyll und Carotin, deshalb waren die Grana bereits 
in unbehandelten Schnitten zu erkennen. 

Die ,,maskierten Grana‘ in den Leukoplasten bei Vicia Faba konnten 
außerdem durch Quellung des Plastidenstromas optisch hervortreten. 

Die im Abschnitt 4 beschriebene Grünfärbung und Fluorescenz im 
Stroma und in den Grana während der Anfangsphase der Ergrünung 
sind im Hinblick auf die gegenteiligen Auffassungen von HEITz u. MALY 
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(1953) und STRUGGER (1950; 1953; 1954) noch schwer zu deuten. Es 
bestehen prinzipiell 3 Möglichkeiten: 

1. Nach der Konzeption von Herrz u. Mary könnten die Plastiden 
zunächst granafrei sein, und das Chlorophyll tritt diffus im Stroma auf. 
Erst sekundär bilden sich die Grana, in welche das Chlorophyll einge- 
lagert wird. 

2. Die Plastiden enthalten von Anfang an ein primäres Granum 
(STRUGGER 1950; 1953; 1954). Das Chlorophyll tritt beim anfänglichen 
Ergrünen im Stroma auf und wird sekundär in die primären bzw. in die 
sekundären Grana eingelagert. 

3. Das Chlorophyll wird ausschließlich in den präexistierenden pri- 
mären oder sekundären Grana lokalisiert. Die anfänglich sichtbare 
diffuse Färbung des gesamten Plastids würde dann auf optischen Effek- 
ten beruhen, und erst mit stärkerem Farbstoffgehalt kommt es auch im 
mikroskopischen Bild zur deutlichen Kontur und alleinigen Färbung der 
Grana. 

Die erste Möglichkeit scheint ausgeschlossen, da in der vorliegenden 
Arbeit die Präexistenz des primären Granums auch in den Leukoplasten 
unter Beweis gestellt wurde. Die 1. Konzeption ist ferner dadurch wider- 
legt, daß durch Rhodamin B (Vitalfärbung), durch Quellungsversuche, 
durch Fixation und Färbung auch die Präexistenz der sekundären Grana 
in noch nicht ergrünten Plastiden nachgewiesen werden konnte. Eine 
klare Entscheidung zwischen der 2. und 3. Möglichkeit ist jedoch nicht 
eindeutig zu fällen. Spezielle Untersuchungen mit einem verbesserten . 
Fluorescenzmikroskop müssen diese Frage noch klären. 

Die Quellungsversuche der vorliegenden Arbeit bewiesen weiterhin 
die Existenz einer Plastidenmembran. Das vorübergehende Auftreten 
von Vacuolen bei Anwendung einer hypotonischen Zuckerlösung .als 
Medium und das Quellen des Stromas bis zur Verflüssigung, das die 
Brownsche Bewegung zur Folge hatte, waren nur möglich, wenn das 
Plastid mit dem umgebenden Cytoplasma ein osmotisches System 
bildet. Dieses setzt aber die Existenz einer semipermeablen Plastiden- 
grenzschicht voraus. Die unter geeigneten Bedingungen mehrfach be- 
obachtete Plastidenplasmoptyse bestätigte ebenfalls das Vorhandensein 
einer Plastidenmembran. 

Wurde zur ,, Demaskierung* der Grana das Stroma der Leukoplasten 
zum Quellen gebracht, so ist mit äuBerst geringen Konzentrationsunter- 
schieden experimentiert worden, um die volle Vitalität der Plastiden zu 
erhalten. Beispielsweise wurde bei den Rhodamin B-Färbungen das Auf- 
treten von voriibergehenden Vacuolen auf eine zu groBe Diffusions- 
geschwindigkeit zurückgeführt, als beginnende pathologische Verände- 
rung angesehen und die betreffende Versuchsreihe abgebrochen. Auf 
Grund dieser Erfahrungen kommt der Verfasser zu der Ansicht, daß bei 
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den Versuchen DRAWERTs (1954), Leukoplasten in der Epidermiszelle 
von Allium cepa vital zu färben, die Plastiden sich nicht mehr in 
einem lebensfähigen Zustand befanden. Das Vorhandensein der Plasma- 
strömung allein läßt keinen vollgültigen Schluß auf die Vitalität der 
Plastiden zu. Die von DRAWERT gezeichneten Leukoplasten (1954, 
Abb. 2) deuten in ihren bizarren Formen und der starken Vacuolisierung 
auf einen fortgeschrittenen Entmischungszustand hin. Im mikroskopi- 
schen Bilde waren sicher die Chondriosomen nicht mehr sichtbar und 
würden so den postvitalen Entmischungszustand bestätigen. Daß es 
sich bei dem Verschwinden der Vacuolen um einen reversiblen Vorgang 
handelt, ist experimentell von DRAWERT nicht analysiert. Vermutlich 
handelt es sich um einen fortschreitenden Vorgang der Plastidenent- 
mischung, in deren Verlauf es zum Verschwinden der Vacuolen kommt. 
Dieses würde dann mit den beschriebenen Endstadien der Quellungs- 
vorgänge bei den Plastiden der Wurzeln von /ris und Vicia Faba in Uber- 
einstimmung stehen. Nach diesen Ausführungen ist es verständlich, daß 
DRAWERT nicht die empfindlichen: Grana in den Leukoplasten der 
Epidermiszelle von Allium cepa nachweisen konnte und zu anderen 
Ergebnissen als PERNER (1954) kommen mußte. PERNER wies Grana in 
den Leukoplasten bei Allium cepa mit dem Phasenkontrast- und Dunkel- 
feldmikroskop in vivo und am fixierten und gefärbten Zellmaterial nach 
und belegte dies mikrophotographisch. 

SCHIMPER berichtete wiederholt, daß die einzelnen Pflanzen sich auch 
durch die Größe ihrer Grana unterscheiden. Hertz (1936b) beschrieb 
eine unterschiedliche Granagröße für die einzelnen Gewebe des Laub- 
blattes. Ferner wies er auf die verhältnismäßig großen Grana der 
Schattenpflanzen hin. Seit WIESNER (1876) und STÖHR (1879) ist be- 
kannt, daß eine starke Lichtintensität die Zerstörung des Chlorophylls 
bewirkt. Diese Autoren führten die Chlorophyllosigkeit von Epidermis- 
zellen auf Belichtungseinflüsse zurück. STÖHR (1879, S. 110) sah die 
oberen Blattepidermen ,,als Chlorophylischutzmittel für die tiefer liegen- 
den Gewebe‘ an. Es herrschen in den einzelnen Geweben unterschied- 
liche Beleuchtungsverhältnisse und sicher ein dementsprechender Pig- 
mentspiegel, der vermutlich auch die Granagröße beeinflußt. 

Bei den Ergrünungsversuchen an der Vicia-Faba-Wurzel zeigten die 
Grana ebenfalls eine veränderliche Größe. Es muß allerdings offen- 
gelassen werden, ob es sich hier um einen optischen Effekt handelte und 
mit zunehmendem Pigmentgehalt nur die Konturen deutlicher hervor- 
traten oder ob das Granum in seinen Ausmaßen einen Spielraum besitzt 
und die Farbstoffmenge somit die Gestaltung beeinflußt. Mit zunehmen- 
der Ergrünung trat im Plastid eine festere Anordnung der Grana ein. 
Es erweckte den Anschein, als ob die die Grana tragenden Elemente 
gestrafft würden. Die bis dahin labil im Stroma vorgefundenen Grana 
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zeigten jetzt eine sich allmählich herausbildende geldrollenförmige An- 
ordnung. Nicht nur am gesamten Plastid, sondern auch an den einzelnen 
Grana war in diesem Stadium eine Profilstellung ohne experimentellen 
Eingriff mikroskopisch analysierbar. Vermutlich sind in diesem Zustand 
die ,,Tragerlamellen“ in den Plastiden so herausgebildet, wie sie STRUG- 
GER (1947; 1951) für die Chloroplasten durch die Aufblätterungsversuche 
mit Kaliumrhodanid wahrscheinlich machte. Die Richtigkeit der im 
STRUGGERschen Chloroplastenmodell dargestellten intergranulären La- 
mellen wurde elektronenmikroskopisch durch die Arbeit von FINEAN, 
SJÖSTRAND u. STEINMANN (1953) bestätigt. In diesem Zusammenhang 
ist die Frage zu stellen, ob die Trägeriamellen sich bei der Metamorphose 
der Leukoplasten zu Chloroplasten neu herausbilden oder präexistierende, 
granatragende Elemente umgebildet werden. Dieser Fragenkomplex ist 
auch von GRAVE (1954) bei der Erörterung der strukturellen Entwicklung 
der Chloroplasten ausgehend vom monogranulären Proplastid erörtert 
worden. — Für eine experimentelle Lösung des Problemes dürften elek- 
tronenmikroskopische Untersuchungen an ausgewachsenen Leukoplasten 
während ihrer Metamorphose zu Chloroplasten von größtem Interesse sein. 

Nach ScHIMPERs Auffassung handelt es sich bei den verschiedenen 
Differenzierungsformen der Plastiden um ‚gleichartige Plasmagebilde‘, 
die sich nur in ihrem Pigmentgehalt unterscheiden. Um nun diese Hypo- 
these auch im Hinblick auf das granuläre System zu bestätigen, ist neben 
einer Erweiterung und Sicherung der vorliegenden Ergebnisse noch die 
Bearbeitung der Chromoplasten und Leukoplasten in den oberirdischen , 
pflanzlichen Organen erforderlich. Es liegen in der Literatur mehrere 
Mitteilungen vor, die auch hier eine Bestätigung der granulären Struktur 
erwarten lassen. Nur folgende Hinweise auf einige Arbeiten sollen ange- 
führt werden: ’ 

1. Es liegt nahe, daß ZIMMERMANNs (1893) ,,Leukosomen‘ in den 
Leukoplasten der Epidermis von T'radescantia discolor den Grana gleich- 
zusetzen sind. 

2. VAN WISSELINGH (1914, 8.375) berichtete: ,,In den zungenförmigen 
Blüten von Gazania splendens kommen große, orangefarbige Plastiden 
vor, in welchen man Kügelchen beobachtet, die in fortdauernder Be- 
wegung sind.“ 

3. Bei den Leukoplasten des Perciarpes von Symphoricarpus race- 
mosus konnte STRUGGER (1937b) mit Rhodamin B im vitalen Zustand 
kleine „granaähnliche‘‘ Gebilde nachweisen, die bei Verflüssigung des 
Stromas in Brownsche Bewegung gerieten. 

4. PERNER (1952, S. 63; 1954) hat bei den Leukoplasten der Epidermis 
von Allium cepa Grana beobachtet. 

Dagegen haben Herrz u. Mary (1953) Grana in den Leukoplasten 
der Blattflügelepidermis von Agapanthus nicht nachweisen können. 
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Unter der Voraussetzung, daß diese Beobachtung gesichert ist, wäre 
hierzu auszuführen: 

1. Seit STÔHR (1879) wissen wir, daß aus den Chloroplasten in der 
oberen Blattepidermis durch stärkere Belichtung Leukoplasten werden 
können. Von Bellis perennis berichtete STÖHR, daß die Plastiden in der 
oberen Blattepidermis durch jahreszeitliche Schwankungen der Be- 
leuchtungsintensität manchmal als Chloroplasten und manchmal als 
Leukoplasten anzutreffen sind. Er führte die Untersuchungen am 
natürlichen Standort durch und beobachtete im Frühjahr und Herbst 
Chloroplasten, im Sommer dagegen nur Leukoplasten. Bei anderen 
Pflanzen traten nach dem Chlorophyllabbau nie wieder Chloroplasten 
in Erscheinung, sondern nur Leukoplasten, die in ihrer Form kleiner und 
abgerundet waren. 

2. Montrort (1953) deutete auf starke Zerstörung der Plastiden- 
pigmente durch Sonnenstrahlung und in einer späteren Phase auf Ver- 
änderungen des Plastidenstromas und des Cytoplasmas hin. FassE 
(1954) hat durch Bestrahlungseffekte an etiolierten Plastiden des Meso- 
phylis vom Agapanthusblatt eine Desorganisation des granulären Systems 
hervorgerufen. Die übrigen Zellbestandteile erlitten hierbei keine offen- 
sichtlichen Einbußen ihrer Vitalität. Die desorganisierten Plastiden 
wurden weiter vom strömenden Plasma mitgeführt. 

Nach den Ergebnissen dieser Autoren liegt es nun durchaus im 
Bereich des Möglichen, daß Leukoplasten der Epidermis, die direkt aus 
Proplastiden oder durch eine Metamorphose aus Chloroplasten sich ent- 
wickeln, eine strukturelle Veränderung erfahren können. Es erhebt 
sich somit die Forderung, die Einflüsse, denen die Plastiden somatischer 
Zellen im Laufe ihrer Entwicklung unterlegen waren, zu berücksichtigen 
oder die Fräge nach der Kontinuität des granulären Systems im meriste- 
matischen Gewebe zu entscheiden. 

Für die Leukoplasten in den Wurzeln der untersuchten Pflanzen- 
arten konnte SCHIMPERs Kontinuitätslehre voll bestätigt werden. Es 
sind im Meristem monogranuläre Proplastiden, im somatischen Gewebe 
polygranuläre Leukoplasten und ihre Metamorphose zu polygranulären 
Chloroplasten beobachtet. 


III. Untersuchungen am fixierten und mikrotomierten Gewebe. 
1. Bemerkungen zur Präparationsmethode. 


Neben den Beobachtungen am lebenden Material wurde gleichzeitig versucht, 
die Grana der Leukoplasten auch in fixierten und mikrotomierten Längsschnitten 
nachzuweisen. Es erfolgte deshalb zunächst eine Untersuchung über das Verhalten 
der Plastiden in den einzelnen Stufen, die sie bis zur Anfertigung von Mikrotom- 
schnitten nach der Paraffinmethode zu durchlaufen hatten. Als Testobjekt dienten 
die Plastiden aus rhizombiirtigen /ris-Wurzeln, da diese Plastiden im natürlichen 
Zustand optisch analysierbare Grana aufweisen. 
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Die guten Erfahrungen, die Meyer (1883), Herrz (1936a) und STRUGGER (1951) 
bei der Fixation von Chloroplasten mit Osmiumtetroxyd gemacht hatten, gaben 
Jeranlassung, ebenfalls dieses Fixierungsmittel anzuwenden. Zur Festlegung der 
Fixierungszeiten für die jeweiligen Objekte gab die von TELLYESNICZKY (1926, 
nach Romeıs 1948) gemessene Eindringungsgeschwindigkeit einer 2%igen OsO,- 
Lösung einen Anhaltspunkt. Die von TELLYESNICZKY angegebenen Werte für das 
tierische Gewebe (1 bis 2,5 mm in 4 Std.) konnten im allgemeinen unterschritten 
werden, da ein pflanzliches Gewebe auf Grund der stärker ausgeprägten Zell- 
membranen eine leichtere Durchdringungsmöglichkeit aufweist. Es wurden 1 bis 
2 mm dicke Wurzelscheibchen fixiert und durch Längsschnitte nochmals halbiert 
oder gevierteilt. Da die Fixierungsflüssigkeit von allen Seiten eindrang, genügte 
eine Fixationsdauer von 10 bis 15 min. 

An Handschnitten (längs) wurden nun die Güte der Fixation und die morpho- 
logische Veränderung der Plastiden in den weiteren Stufen der Einbettungs- 
methode geprüft. Hierbei ergab es sich, daß das Wurzelspitzenmeristem eine 
äußerst starke Schwärzung aufwies und für eine mikroskopische Auswertung un- 
brauchbar war. Bei den somatischen Geweben ergaben sich Schwierigkeiten beim 
Fixieren von intercellularenreichem, älterem Gewebe. Diese Präparate enthielten 
nur Plastidentrümmer, insbesondere wenn dem Plastidenstroma noch Stärkekörner 
eingelagert waren. Vermutlich kam es zu diesen Schädigungen, weil das osmotische 
System, das die Plastiden mit dem umgebenden Cytoplasma bildeten, starken 
Konzentrationsschwankungen unterworfen war, bevor es zur Fixation kam. Denn 
Wasser und Fixierungsmittel wiesen unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten 
auf. Erst als durch Zusatz von nichtreduzierendem Zucker (Mercks Saccharose 
puriss. pro injectione) die Konzentration der Fixierungsflüssigkeit in Isotonie zu 
der vorher ermittelten Zellsaftkonzentration gebracht war, wurden in allen 
Geweben, außer im Wurzelspitzenmeristem, befriedigende Ergebnisse erzielt. 

Die bei der Anwendung der Paraffinmethode nicht zu umgehende Entwässerung 
des Gewebes führte zu irreversiblen Schrumpfungen, so daß die Granulierung der 
Irisplastiden nicht mehr zu deuten war. Ferner führte die anschließende Xylol- ' 
behandlung zu weiteren morphologischen Veränderungen. Die Paraffinmethode 
erwies sich also für die vorliegende Fragestellung als ungeeignet. Es kam daher die 
Gelatine-Gefrierschnittmethode nach HERINGA u. TEN BERGE (1923) zur An- 
wendung, da dieses Verfahren die lipoidhaltigen Strukturen der Plastiden erhielt 
und Schrumpfungen vermied. + 

Zur Erhaltung der Quellfähigkeit des Plasmas war eine ausreichende Gelatine- 
durchtränkung der Objekte Voraussetzung. Ausschlaggebend hierfür war neben 
der Qualität der Gelatine vor allem eine sorgfältige Zubereitung der Lösung. Ein 
etwa halbstündiges Quellen der Gelatine mußte unbedingt eingehalten werden, 
bevor sie durch Temperaturerhöhung zur Lösung gebracht wurde. Die Lösungs- 
temperatur der Gelatine (37°) durfte bei allen Manipulationen (Lösen, Filtrieren, 
Durchtränken im Thermostaten und Herauslösen aus den Schnitten) nur um 1 bis 2° 
überschritten werden. 

Eine ausgiebige Durchtränkung in einer 10%igen Gelatinelösung wurde zur 
Regel gemacht. Je jünger das Gewebe war, desto länger (bis zu 12 Std.) mußten im 
allgemeinen die Objekte in dieser niedrigen Konzentrationsstufe belassen werden. 
In den höheren Konzentrationen reichte meist ein Verweilen von 11} bis 2 Std. aus. 
Das Durchtränken der Objekte erfolgte in geschlossenen Wägegläschen, um eine 
Konzentrationserhöhung zu vermeiden. Auch das Erkalten fand deshalb in ab- 
gedeckten und mit Vaseline abgedichteten ,,Salznapfchen“ statt. 

Die Gelatine-Gefrierschnitte zeichneten sich durch eine außerordentlich leichte 
Färbbarkeit aus. Wäßrige Farblösungen von Rosanilin, Viktoriablau, Toluidin- 
blau und Neutralrot kamen in einer Verdünnung bis zu 1:300000 zur Anwendung. 
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Oft trat schon nach einer Anfärbungszeit von 10 min eine nicht mehr differenzier- 
bare Überfärbung ein. Es genügten also wesentlich kürzere Färbungszeiten. Mit 
Aqua destillata oder auch in niedrigen Alkoholstufen (bis zum 50%igen Alkohol) 
konnte differenziert werden, ohne daß wesentliche morphologische Änderungen 
sichtbar wurden. — Bei einem Einschließen der Schnitte in Lävulose-Gelatine- 
Balsam nach HERINGA (1931; nach Romeıs 1948) diffundierte der Farbstoff 
jedoch nach einiger Zeit in den Balsam hinein, so daß die Anfärbung, insbeson- 
dere da es sich um eine elektive Färbung handelte, nicht von längerer Dauer 
war. Lediglich mit Neutralrot im schwach alkalischen Milieu gefärbte Prä- 
parate waren über eine län- 
gere Zeitspanne haltbar. 


2. Auswertung der Gelatine- 
Gefrier-Mikrotomschnitte 
aus dem somatischen Gewebe 
der Wurzel und des Rhizoms 
von Iris germanica. 

In den Schnitten aus 
rhizombürtigen Wurzeln 
und dem Rhizom von Iris 
germanica ließen sich inden ‚pp. 18 





. Die Grana der abgebildeten Plastiden 
Plastiden die Grana mit sind mit KOH zum Quellen gebracht. Das rechte 
m Plastid zeigt einige durch KOH - Quellung ver- 

den oben angeführten Farb- größerte Grana; im linken sind die Löcher, die 
stoffen elektiv anfärben. vollständig aufgelöste Grana hinterlassen haben, 
x hs a sichtbar. (Rhizombürtige Jriswurzel, Längs- 
Die Neutralrotfärbung bei schnitt aus dem Rindenparenchym; mit OsO, 


. W m € fixiert, 10 x dicker Gelatine-Gefrierschnitt; 
GROHE Pu W ert be ss 1,2 Panphot mit Plattenkamera von E. Leitz; 
sprach wiederum für die Vergrößerung etwa 2000 mal.) 


stärkere Lipoidhaltigkeit 

der Grana (s. Neutralrotanalyse bei STRUGGER 1949). Im weiteren 
konnten die Grana mit einer 0,5%igen Kalilauge zum Quellen (STRUG- 
GER 1951) und schließlich nach einem längeren Verweilen in der Lauge 
zur voliständigen Auflösung gebracht werden. 

Eindeutig konnte an den Präparaten, wie es auch die Mikrophoto- 
graphie zeigt (Abb. 18), die ,,rosenkranzartige Anordnung‘ der Grana 
bestätigt werden. Die von DE REZENDE-PINTO (1948b) beschrie- 
bene spiralige Anordnung der ,,Chloroplastonemen wurde bei den 
untersuchten /risarten nicht beobachtet. Wie die Herausbildung von 
Stärkekörnern die Lage der Granareihen verschieden beeinflußt, ver- 
anschaulichen die Abb. 19—22. Es ist deshalb ungünstig, an Hand von 
Stärke führenden Plastiden, wie es beim Rhizom von Jris und ebenso 
bei der Knolle von Solanum tuberosum der Fall ist, Aussagen über die 
strukturelle Anordnung der Granareihen im Plastidenstroma zu machen. 

DE REZENDE-PINTO (1948a, S. 38; 1952, S. 337) hat die Ontogenese 
der Chloroplasten nach Lichtexposition beim /ris-Rhizom in einem 
Schema zusammengefaßt. Aus diesem soll folgende Entwicklungsreihe 
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wiedergegeben werden: Proplastid  Leukoplast — Amyloplast — 
Amylo-Oleoplast — Oleoplast — Chloroplast. DE REZENDE-PINTO be- 
schränkte seine Untersuchungen auf Plastiden des Rhizoms. In den 
rhizombürtigen Wurzeln wurde aber beobachtet, daß alle Jungplastiden, 
bevor sie Stärkekörner enthielten, polygranulär waren und mit zu- 
nehmendem Alter eine zunehmende Anzahl von Grana aufwiesen. Der 
Nachweis, daß es sich hier um scheibehenförmige, pigmenttragende 






Abb. 19. | 
/ Abb. 20. 


Abb. 21. 


N Abb. 22. 
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Abb. 19 u. 20. Die in Abb. 19 photographierte Plastidengruppe ist in Abb. 20 zeichnerisch 
erläutert. Die Grana sind mit Kalilauge zum Quellen gebracht und mit Neutralrot bei 
pu 7,2 elektiv gefärbt. Am linken Rand des Plastids mit den 2 größeren Stärkekörnern 
läßt sich die reihenförmige Anordnung der Grana erkennen. (Längsschnitt aus dem Iris- 

rhizom, 15 « dick; Vergrößerung etwa 1600 mal; sonstige Präparation s. Abb. 18.) 


Abb. 21 u. 22. Ein mit 2 Stärkekörnern beladenes Plastid zeigt die Mikrophotographie in 

Abb. 21. In Abb. 22 ist dasselbe Plastid nach seiner mikroskopischen Analyse gezeichnet. 

Die reihenförmige Anordnung der Grana ist wiederum deutlich sichtbar. (Längsschnitt aus 
rhizomnahem Gewebe einer Jriswurzel; Präparation s. Abb. 18.) 


Grana handelte, wurde schon im Kapitel I beschrieben. Ein Stadium, 
welches dem ‚‚Amyloplasten-Stadium‘“ im Sinne von DE REZENDE-PINTO 
entsprach, ist weder in rhizombürtigen Wurzeln noch im Rhizom be- 
obachtet worden. Der bei DE REZENDE-PINTO (1948a; Tafel X, Fig. 1) 
mikrophotographierte ,,Amyloplast“‘ wird als vom Plastidenkörper gänz- 
lich entblößtes, außerhalb der Zelle liegendes Stärkekorn angesehen. 
Denn nach behutsamer Anfertigung von vitalen und auch fixierten und 
mikrotomierten Schnitten aus dem Rhizom waren in unversehrten Zellen 
nie derartige ,,Amyloplasten‘ zu ermitteln, sondern nur mit Stärke- 
körnern beladene polygranuläre Plastiden, wie sie schon bei SCHIMPER 
(1880; 1885) und MEYER (1883) beschrieben und von STRASBURGER 
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(1884, S. 68) zeichnerisch wiedergegeben wurden. Wohl ist in vitalen 
Längsschnitten beobachtet, wie der Plastidenkörper durch leichte me- 
chanische Schädigungen zerriß und das Stärkekorn dann anschließend 
entblößt im strömenden Cytoplasma lag. Derselbe Effekt ließ sich auch 
mit einer unvorsichtig durchgeführten Plasmolyse erzielen. Derartige 
Zellen, in denen der Kern, die Sphärosomen, die Chondriosomen und die 
Plasmaströmung noch ein normales Aussehen zeigten, konnten mehrere 
Wochen in vitro in diesem Zustand am Leben erhalten werden. Es ist 
somit nicht möglich, DE REZENDE-PınTos Hypothese von den Lipoid- 
tropfen enthaltenden ,,Oleoplasten‘‘ und das von diesen abgeleitete Ent- 
wicklungsschema der Chloroplasten im Rhizom von ris zu bestätigen. 


3. Auswertung der Gelatine-Gefrier-Mikrotomschnitte aus dem somatischen 
Gewebe der Vicia-Faba-W urzel. 


In den mikrotomierten Präparaten der Vicia-Faba-Wurzel fanden die 
am lebenden Material gemachten Beobachtungen ihre Bestätigung. Die 
Leukoplasten wiesen eine polygranuläre 
Struktur auf. Teilweise waren die Grana | 
durch eine leichte von OsO,-Fixation herrüh- 
rende Schwärzung bereits ohne Färbung zu i = 1. 
erkennen. Sie lieBen sich aber noch mit Kern- 
farbstoffen und Neutralrot im schwach alka- 
lischen Milieu stärker herausfärben. Jedoch 
konnte ein bestimmtes Prinzip ihrer Anord- 


nung nicht ermittelt werden. Die Abb.23 Abb. 23. Die Leukoplasten in 


stellt einen Ausschnitt aus dem Gewebe der 
Stärkescheide in Zone I (Zoneneinteilung 


der Stärkescheide sind mit 
2 und mehr, oft bis zu 5 Stär- 
kekörnern bestückt. Die zahl- 
reichen im Plastidenstroma 
liegenden Grana sind mit Neu- 


s. Abb. 13) der Hauptwurzel dar. Der Vicia- 

Faba-Keimling war 16 Tage alt. Amlebenden ame (ac Feb a 
Material gelang es erst nach langem Bemühen, Längsschnitt 12 » dick, Gela- 
Zellen der Stärkescheide im Längsschnitt zu ose ges age he a 
erhalten, bei denen die Stärkekôrner nicht etwa 1500 mal.) 

von den Plastiden entblößt waren. Dies er- 

forderte sehr behutsames Präparieren und sofortiges Einlegen in eine 
zum Zellsaft isotonische Zuckerlösung. Die wiedergegebene Mikro- 
photographie zeugt also auch von der Leistungsfähigkeit der angewand- 
ten Präparationsmethode. 


4. Bemerkungen zur Präparation der Wurzelspitzenmeristeme. 


Bei der Fixation meristematischen Gewebes der Wurzeln von Vicia Faba und 
Iris mit einer 2%igen OsO,-Lésung traten derartig starke Schwärzungen auf, daß 
jegliche Auswertung der Schnitte unmöglich war. Bleichungsversuche nach 
KorscH, BowEn und LUSTGARTEN-PoL (nach Romeis 1948) mit Lösungen von 
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Wasserstoffperoxyd, Kaliumpermanganat in Verbindung mit Kaliumsulfit und 
Oxalsäure fiihrten zu starken morphologischen Veränderungen. Um dieser Schwie- 
rigkeit zu begegnen, wurden zwei verschiedene Wege beschritten, einmal wurde 
ein anderes Versuchsobjekt und zweitens ein anderes Fixierungsmittel gesucht. 

Unter einer wahllos herausgegriffenen Reihe von Pflanzen stellte sich heraus, 
daB die Begonia-Wurzeln eine wesentlich geringere Schwärzung aufwiesen als die 
Wurzeln von Iris und Vicia Faba. 

Für die weiteren Versuche wurden Begonia Scharffiana, B. ulmifolia und 
B. undulata in einer Nährlösung nach Sutve (1915; nach BAUMEISTER 1952) kulti- 
viert, damit die zarten Wurzeln besser zugänglich und von allen erdigen Bestand- 
teilen befreit waren. Etwa 1mm lange Wurzelspitzen kamen halbiert mit einer 
2 %igen OsO,-Lésung zur Fixation. Nach einer Einwirkungsdauer von 3 bis 5 min er- 
hielten die Objekte neben Gewebepartien, die bereitszu stark geschwarzt waren, Zell- 
komplexe, die eine ausreichende Fixation aufwiesen und eine Auswertung zulieBen. 

Beim Versuch anderweitiger Fixierungsmittel wurde auf die Erfahrungen von 
STRUGGER (1954) und Grave (1954) zurückgegriffen und mit dem Fixations- 
gemisch nach Lewitzky im Meristem von Iris und Vicia Faba brauchbare Er- 
gebnisse erzielt. 


5. Auswertung der Gelatine-Gefrier-Mikrotomschnitte 
aus dem Wurzelspitzenmeristem von Begonia, Iris und Vicia. 
Die Auswertung dieser Präparate erfolgte mit dem ,,Ortholux“ der 
Firma E. Leitz, das mit dem Objektiv „Fl.Öl 114/1,32“ und einem 
Variokolor-Kondensor ausgestattet war. 





Abb. 25. 

Abb. 24u.25. Die in Abb. 25 nach einer mikroskopischen Analyse gezeichneten Proplastiden 

sind in Abb. 24 mikrophotographiert. Der 5 « dicke Längsschnitt stammt aus dem Wurzel- 

spitzenmeristem von Vicia Faba, das nach LEwirzky fixiert war. Die elektive Färbung 

wurde mit Rosanilin erreicht. (Leica mit Mikas '/,mal von E. Leitz; Variokolor-Kondensor, 
Grünfilter; Vergrößerung etwa 1200 mal.) 


In den meristematischen Zellen, in denen bei den 5 u dicken Gelatine- 
Gefrier-Längsschnitten die Plastiden führende Schicht miterfaßt wurde, 


waren Proplastiden zu erkennen, die meist dem Zellkern auflagen. Die 
Umrißlinien der Proplastiden waren sehr vielgestaltig und ließen auf 
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eine starke Amöboidie im Leben schließen. Die gemessenen größten 
Längen variierten zwischen 1,2 4 und 2,4 u, so daß die Proplastiden sich 
eindeutig von den Chondriosomen unterscheiden ließen. Die Gestalt der 
Chondriosomen zeigte sich ferner beständiger als die der Proplastiden. 

In allen Proplastiden war ein primäres Granum mit basischen Farb- 
stoffen wie Viktoriablau, Rosanilin, Toluidinblau stärker anfärbbar. Die 
Anordnung des Granums im Stroma war sehr unterschiedlich. 

Wie schon erwähnt, fanden parallel zu dieser Auswertung Unter- 
suchungen an gleichwertigen, vitalen Längsschnitten statt. Die Ergeb- 
nisse beider Untersuchungen stimmten überein und sollen mit den in 
den Abb.16, 24 und 25 wiedergegebenen Mikrophotographien und 
Zeichnungen belegt werden. 


Zusammenfassung. 

A. Die Leukoplasten der Vicia-Faba-Wurzel waren das Haupt- 
versuchsobjekt. Die erhaltenen Ergebnisse gelten auch für die Plastiden 
der Wurzel folgender Pflanzen: Ranunculus Ficaria, Begonia Scharffiana, 
B. ulmifolia, B. undulata, Oxalis Acetosella, Ricinus communis, Pisum 
sativum, Allium cepa und Helianthus annuus. Auch die Chromoplasten 
der Wurzel von Iris germanica, I. florentina und Daucus carota wurden 
auf das Vorkommen von Grana untersucht. Bei allen beobachteten 
Objekten fand ScHIMPERs Theorie der Plastidenmetamorphose auch im 
Hinblick auf eine Kontinuität der Grana ihre Bestätigung. Im einzelnen 
liegen folgende Ergebnisse vor: 

1. Die Leukoplasten im somatischen Gewebe der Vicia-Faba-Wurzel 
enthalten ‚optisch maskierte Grana‘‘. Diese werden sichtbar, sobald 
zwischen gen Lichtbrechungsindices des Stromas und der Grana ein 
sprunghafter Unterschied besteht. Ein solcher läßt sich durch Quellung 
des Stromas erreichen. Durch Färbung mit Rhodamin B oder durch 
eine nach Lichtexposition erfolgte Pigmentsynthese werden die Grana 
ebenfalls sichtbar. 

2. Leukoplasten, in denen die Grana durch Quellung hervortreten, 
werden nach Entquellung wieder optisch homogen. Diese Plastiden 
weisen weiterhin die Fähigkeit auf, aus Glucose Stärke zu kondensieren. 

3. Im fixierten und mikrotomierten somatischen Gewebe der Vicia- 
Faba-Wurzel konnte ebenfalls eine polygranuläre Struktur in den Leuko- 
plasten durch Farbkontraste mit Kernfarbstoffen (Rosanilin, Viktoria- 
blau, Toluidinblau) und durch eine elektive Neutralrotfärbung (bei 
Pu 7,2) nachgewiesen werden. 

4. Bei den Plastiden im Rhizom und in den Wurzeln von Iris handelt 
es sich um Chromoplasten. Da diese Carotinoide enthalten, sind die 
Grana ohne experimentellen Eingriff im Gewebelängsschnitt sichtbar. 
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5. Die Chromoplasten in jungen Wurzeln von Daucus carota sind 
ebenfalls polygranular. 

6. Mit dem Plastidenalter nimmt die Anzahl der Grana zu. Der auf- 
gezeigte Gradient fordert die Existenz eines monogranulären Stadiums. 


7. Das Primärgranum ist nach Quellung des Stromas der Proplastiden 
im Wurzelspitzenmeristem von Vicia Faba in vivo beobachtet worden. 
Im fixierten und mikrotomierten meristematischen Gewebe von Vicia 
Faba, Iris germanica und Begonia undulata sind die primären Grana 
durch eine stärkere Färbung mit Kernfarbstoffen nachgewiesen. Die 
Proplastiden der Wurzel gleichen somit in ihrer Struktur denen in den 
Meristemen der oberirdischen Organe (STRUGGER 1950; 1953; 1954). 


B. Weitere Ergebnisse beziehen sich auf den Aufbau der Plastiden: 


1. Bei Beobachtung einer Plastidenplasmoptyse läßt sich die Scheib- 
chennatur der Grana feststellen, sofern diesen eine ausreichende Pigment- 
menge eingelagert ist. 

2. Licht induziert die Ausbildung der Linsenform, die fiir Chloro- 
plasten typisch ist. Mit dieser Gestaltsänderung läuft eine Chlorophyll- 
synthese parallel. 

3. Bei der Metamorphose von Leukoplasten zu Chloroplasten ist die 
Herausbildung der geldrollenartigen Anordnung der Grana (STRUGGER 
1951) bestatigt worden. 
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UBER DEN HISTOCHEMISCHEN NACHWEIS 
DER AN DER VERHOLZUNG BETEILIGTEN B-GLUCOSIDASEN. 


Von 
Hans Reznik. 
Mit 3 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 1. Februar 1955.) 


I. Einleitung. 

Unter den sekundären Pflanzenstoffen nimmt das Lignin einen be- 
sonders wichtigen Platz ein. Als Produkt des Stoffwechsels der lebenden 
Zelle ermöglicht es der Pflanze den Aufbau der Leitungsbahnen und 
Stützgewebe, ohne welche die Landpflanzen niemals die kormophytische 
Organisationsstufe erreicht hätten. : In den letzten Jahren sind bei der 
Konstitutionsaufklärung dieses heteropolymeren Stoffes wichtige Er- 
kenntnisse gewonnen worden, die nicht nur auf den Bau des Lignin- 
moleküls Bezug nehmen, sondern auch Einblick in Teilschritte der Bio- 
synthese des Lignins sowie der Verholzung überhaupt erlauben. 

In den letzten :3 Jahrzehnten hat die Phenylpropan-Theorie nicht 
zuletzt dank der ausgedehnten Forschungen K. FREUDENBERGS all- 
gemeine Anerkennung gefunden. In vivo wie in vitro ist es gelungen, 
aus den postulierten Ligninvorstufen, die die Synthese dem Chemiker 
in die Hand gab, Dehydrierungs-Polymerisate zu gewinnen, die in ihren 
Eigenschaften kaum noch vom nativen „gewachsenen“ Lignin dif- 
ferieren (FREUDENBERG 1954a, 1954b). 

Zwischen den Gymnospermen und den Angiospermen besteht hin- 
sichtlich der chemischen Struktur der Ligningrundkörper ein fundamen- 
taler Unterschied. Bei den Gymnospermen (Ausnahmen s. unten) ist 
lediglich der Coniferylalkohol (I) (3-Methoxy-4-oxyzimtalkohol) als Bau- 
element des Lignins nachgewiesen. Dieser Stoff ist jedoch nicht in freier 
Form im Gewebe vorhanden, sondern findet sich als B-Glucosid Coni- 
ferin (II) im Cambialgewebe und in den gerade verholzenden, noch 
lebenden Tracheiden. KRATZL (1948) gelang es zu zeigen, daß das 
Aglucon als Zellgift wirkt. Wie in vielen anderen Fällen fungiert dem- 
nach auch hier die Glucosidierung als Entgiftungsmechanismus. Als 
Glucosid ist der Coniferylalkohol auch gegen den Angriff der Zell- 
redoxasen unempfindlich. 

Im Lignin der Angiospermen spielt der Coniferylalkohol eine mehr 
untergeordnete Rolle. Der Hauptanteil des Laubholz-Lignins entstammt 
der Sinapinalkohol-Komponente (III) (3,5-Dimethoxy-4-oxyzimtalko- 
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hol). Das in der Cambialregion nachgewiesene ß-Glucosid des Sinapin- 
alkohols führt den Namen Syringin (IV). Die ersten exakten Unter- 
suchungen über die spezifischen Unterschiede zwischen Laubholz- und 
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Nadelholz-Lignin stammen von HOLMBERG (1934). Er fand, daß bei 
den Pteridophyten vor allem die Filicinae und Lycopodinae beträchtliche 
Mengen mit dem Fichtenlignin identischer Produkte zu bilden imstande 
sind. Auch gelang es ihm, die biochemische Sonderstellung der Gattung 
Ephedra (s. unten) nachzuweisen. 

Wendet man die Nitrobenzol-Oxydationsmethode nach FREUDEN- 
BERG, LAUTSCH und ENGLER (1940) an, so wird die Coniferylalkohol- 
Komponente des Lignins zu Vanillin, die Sinapinalkohol-Komponente 
zu Syringaaldehyd abgebaut. Der Abbau der Nadelhölzer ergibt nach 
dieser Technik nur Vanillin. CREIGHTON, GIBBS und H1BBERT (1944) 
nahmen die Nitrobenzoloxydation bei 21 Gymnospermen, 26 Dicotyl- 
edonen und 7 Monocotyledonen vor, um die Methode auf ihre Brauch- 
barkeit bei der Entscheidung taxonomischer Fragen zu prüfen. Aus 
der von den genannten Autoren publizierten sehr interessanten Tabelle 
seien einige charakteristische Beispiele angeführt: 














Tabelle 1. 
anne | Syr - anilli 
Pflanzenname Vanillin | Sansa | ig ae Mäule-Test 
% | % aldehyd 
Cycas revoluta ...... | 2 — — | — 
eo!) - - = 4.0, + 23,5 _- | — _ 
Pinus strobus ...... 18,0 _ | _ = 
Sequoia sempervirens . . . | 23,5 _ _ — 
odocarpus amarve. . . . | 12,5 12,5 1:1 + bis ++ 
Ephedra trifurca . . . . . 9,3 | 21,7 1:3 +++ 
Gnetum indicum . . . . . 6,8 | 10,5 1:2,5 ++ 
Welwitschia mirabilis . . . | 2,0 2,4 1:1,2 + 
Fraxinus americana. . . . | 10,5 37,2 1:3,5 +++ 
Ulmus fulva . . . . . .. ei, az 1:3,2 PERF 
Liriodendron tulipifera . . | 11,0 | 36,5 1:3,2 +++ 
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Aus dem Ergebnis lassen sich die Verschiedenheiten in der Struktur 
des Nadelholz- und Laubholz-Lignins eindeutig ableiten. Von groBem 
Interesse fiir den Systematiker ist das Verhalten einiger Arten aus der 
Gattung Podocarpus, die bereits Sinapinalkohol-Anteile aufweisen. Die 
Gnetales gar besitzen reines Laubholz-Lignin! Von vielen Systematikern 
wird diese isoliert stehende Gruppe als Ubergangsglied zu den Angio- 
spermen aufgefaBt. So hat neuerdings Lam (1947) ein viel beachtetes 
System der Kormophyten entwickelt, in welchem er die Gnetales zu- 
sammen mit den Verticillatae (Casuarina) als Protangiospermae den 
übrigen Angiospermen gegenüberstellt. Es ist durchaus angebracht, den 
bisher üblichen morphologisch-anatomischen Argumenten (Blattnerva- 
tur, Holzanatomie u. a.) nun auch das auf den Bauplan des Lignins 
gegrindete biochemische Argument anzufiigen. Nach den oben ge- 
schilderten Resultaten ist die Zuordnung der Gnetales zu den Protangio- 
spermen nicht unbegründet. Die in Botanikerkreisen nicht genügend 
bekanntgewordene Arbeit von CREIGHTON, GIBBS und HIBBERT weist 
noch ein weiteres interessantes Ergebnis auf. Von der MÂuLeschen 
Ligninreaktion war schon seit langem bekannt, daß sie bei Coniferen 
versagt. Die in der vorstehenden Tabelle aufgeführten Daten erweisen 
einwandfrei, daß der Test nur bei Anwesenheit der Sinapinalkohol- 
Komponente positiv reagiert. Die lange ungeklärt gebliebene Funktion 
des Mäule-Testes ist damit aufgedeckt. Die Reaktion läßt sich geradezu 
als spezifischer Nachweis für den Sinapinalkohol-Anteil des Holzes 
verwenden. Sie übertrifft damit an Spezifität die WIEsNERsche Phloro- 
glucin-Reaktion bei weitem, wie eine Nachprüfung auch an Heidel- 
berger Material ergab. 


Wie oben dargetan, liegt der Coniferylalkohol, bzw. Sinapinalkohol 
in den pflanzlichen Geweben in B-glucosidischer Bindung vor. Bevor 
diese Grundkörper im Verlaufe des Verholzungsprozesses polymerisiert 
werden, müssen sie ihrer Bindung an den Zucker entledigt sein. Es 
ist nach FREUDENBERG (1949) anzunehmen, daß am Orte der Verhol- 
zung eine B-Glucosidase die enzymatische Freisetzung des Aglukons 
bewirkt. Das am Verholzungsprozeß beteiligte Fermentsystem ist seit 
einigen Jahren Gegenstand von Untersuchungen, die am Heidelberger 
Chemischen und Botanischen Institut vorgenommen werden. Über 
die ersten Ergebnisse ist 1952 von FREUDENBERG, REZNIK, BOESEN- 
BERG und RASENACK eine Mitteilung erschienen. Der vorliegenden 
Publikation fällt die Aufgabe zu, etwas ausführlicher über die 
Nachweisreaktionen zu berichten, die eine Histotopographie der Ver- 
holzungsglucosidasen ermöglichen. Untersuchungen über die Histo- 
chemie der für die Ligningenese weit wichtigeren Zell-Redoxasen sind 
im Gange. 
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IL. Pflanzenmaterial. 

Da die Bemühungen um die Aufklärung der Biogenese des Lignins vorläufig 
vor allem den Nadelhölzern gelten, wurde auch bei den vorliegenden histochemi- 
schen Studien das Schwergewicht auf die Coniferen gelegt. In allen Monaten des 
Jahres, also zu den Zeiten der Vegetationsruhe ebenso wie zu den Zeiten des 
Wachstums erfolgten die im methodischen Teil beschriebenen Teste an den Ob- 
jekten. Untersucht wurden vor allem ein- bis mehrjährige lebende Sprosse von 
Pinus silvestris, Pinus montana und Picea excelsa. Außerdem wurde als sehr 
brauchbares Standardobjekt die Norfolktanne (Araucaria excelsa) herangezogen, 
die unter Gewächshausbedingungen auch im Winter guten Holzzuwachs zeigte. 
Von Laubhölzern wurden nach einigem Probieren die Oleaceen für geeignet befunden. 
Sie sind, wie die Ergebnisse von CREIGHTON, GIBBS und HiBBERT deutlich machen, 
prototypisch für den Besitz des Laubholzlignins. 

Zahlreiche weitere Nadel- und Laubgehölze wurden in Vorversuchen auf Vor- 
handensein und Lokalisation der zur Frage stehenden Fermente hin untersucht. 
Von Fall zu Fall wird von ihnen zu berichten sein. 


III. Der Glucosidasen-Nachweis nach der Indican-Methode. 

Es seien kurz die Voraussetzungen für eine einwandfreie histochemische Enzym- 
lokalisation erörtert. Eine Hauptschwierigkeit aller Methoden, die den Ort der 
enzymatischen Spaltung in lebenden Strukturen exakt zu bezeichnen versuchen, 
liegt darin, daß die Reaktionsprodukte rasch durch Diffusion und Strömung ver- 
lagert werden können. Die cytoplasmatischen Strukturen, an oder in denen sich 
der Spaltungsvorgang vollzieht, werden dann übersehen, weil Anhäufungen der 
Spaltprodukte an sekundären Orten eine verfälschte topographische Situation 
ergeben. Von einem in der enzymatischen Histochemie brauchbaren Reagens ist 
zu verlangen, daß die Reaktionsprodukte sogleich am Spaltungsort abgefangen 
und in einer wenig transportablen, am besten unlöslichen Form sistiert werden. 
Dabei sollte das Produkt auch der visuellen Beobachtung zugänglich sein. Diese : 
Voraussetzungen erfüllt das farblose Pflanzen-Indican (Indoxyl-ß-D-glucosid) in 
sehr guter Weise (BEIJERINCK 1900, FREUDENBERG, REZNIK, BOESENBERG u. 
Rasenack 1952, Hort 1952). BEIJERINCK war der erste, der indicanhaltige 
Pflanzensäfte als Emulsin-Reagens anwandte. 

Die enzymatische Freisetzung des Indoxyls erfolgt, wie aus von CRAMER (1952) 
angestellten manometrischen Messungen des Spaltungsverlaufs hervorgeht, merk- 
lich langsamer als die oxydative Bildung des unlöslichen Farbstoffes Indigo. Dieser 
Umstand ist für die Lokalisationsschärfe von Bedeutung. Ein weiterer Vorteil 
besteht darin, daß das Spaltungsprodukt selbst als gefärbter Spaltungs-Indicator 
fungiert. Damit’ erübrigt sich die bei den meisten anderen Nachweisreaktionen 
notwendige Zugabe eines färbenden Prinzips, die oft erst nach — viele Fehler- 
möglichkeiten einschließenden — Umwegen möglich ist (siehe z.B. die Gomort- 
Reaktion). 

Ähnliche Erwägungen haben auch Horr (1952) veranlaßt, sich mit der An- 
wendung von Indoxylderivaten bei der histochemischen Darstellung von Hydrolasen 
zu befassen. Er bot der Cholinesterase an Stelle des natürlichen Substrates Acetyl- 
cholin das ähnlich strukturierte 0-Acetyl-Indoxyl. Auch hier erfolgte nach der 
enzymatischen Freisetzung des Esters die Bildung von Indigo. 

Application. Das synthetisch hergestellte Indican (FREUDENBERG, REZNIK, 
BOESENBERG und RASENACK 1952) wurde in wäßriger Lösung (20 mg/ml) aufge- 
bracht; zum Teil wurden auch auf px 5,5 eingestellte Phosphatpuffer verwendet. 
Die Lösung ist bei Zimmertemperatur nur 20 Std haltbar und trübt sich unter 





Histochemischer Nachweis der an der Verholzung beteiligten B-Glucosidasen. 459 


allmählicher Indigobildung. Für jede Versuchsreihe wurde sie deshalb neu an- 
gesetzt. Da Rinde und Cambium der verwendeten Coniferen ein py von 5,1—5,5 
zeigten, mußte die Stabilität des Indicators in schwach saueren Lösungen nach- 
geprüft werden, um eine Reaktion durch einen nichtfermentativen Prozeß (Säure- 
hydrolyse u. a.) auszuschalten. Photometrische Messungen (PuLFRIcH-Photometer) 
von mit Indican versetzten Pufferlösungen ergaben, daß in einem pg-Bereich 
zwischen 5,0—7,0 eine nur langsame Hydrolyse erfolgt (Abb. 1). 
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Kontrollschaten mit Objek- pr À 
ten ohne Indicanbehandlung. app. 1. Stabilität einer 2%igen Indoxylglucosid- 
Bei anderen Kontrollversu- Lésung in Abhängigkeit vom py. Neunstündige 
chen wurden die Schnitte Beobachtungsserien. Pulfrichphotometer Filter S4. 


60 min lang auf 90° C erhitzt, 
um die Enzyme abzutéten. Derartige Präparate ergaben sämtlich auch nach 
48stündiger Beobachtung keinen Indigo-Effekt. 


IV. Einzelversuche. 

a) Samen von Amygdalus communis. Es würde gewissermaßen eine 
Probe aufs Exempel darstellen, die Lokalisation des Emulsins der 
Mandelkerne mit Hilfe der Indicanspaltung kennenzulernen. Ein solcher 
Versuch wurde, wie bereits erwähnt, 1900 von dem um die Indigo- 
forschung verdienten M. W. BEIJERINCK angestellt. Er betupfte Ge- 
webeschnitte von Mandeln mit indicanhaltigem Pflanzenpreßsaft aus 
Indigofera leptostachya und Polygonum tinctorium bei einer Spaltungs- 
temperatur von 55°C. Als erste Gewebe färbten sich die Leitbündel 

Planta. Bd. 45. 31b 
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des Embryos tiefblau. Einige Zeit später wurden auch die benach- 
barten Parenchymzellen von der Färbung erfaBt. 

Eigene Vorversuche, die ohne Kenntnis der Arbeit von BEIJERINCK 
angesetzt wurden, stimmten mit dem oben beschriebenen Ergebnis 
überein. Die Mandeln wurden median oder transversal halbiert und 
nach Indicanaufsprühung in eine feuchte Kammer gebracht. Bereits 
3 min nach der Zugabe des Glucosids trat der erste deutliche Farbeffekt 
auf: Die Leitbiindel der Speicherkotyledonen und der die Plumula 
bildenden Primärblätter erschienen blaugrün gefärbt. Sehr viel schwä- 
cher zeigte sich die Färbung in den Leitbündeln des Hypokotyls. Nach 
10—20 min hat die Färbung ihre volle Intensität erreicht. Es erscheinen 
alle Gewebe einschlieBlich des Speicherparenchyms tief dunkelblau; die 
Leitbündel und ihre unmittelbare Umgebung sind schwarzviolett. Der 
Färbungsverlauf ist bei lufttrockenen Samen derselbe wie bei leicht 
angequollenen. Eine feinere Lokalisation des primären Spaltungsortes 
war nicht möglich. Der gebildete Farbstoff kristallisierte schließlich in 
feinen blauschwarzen Nadeln aus. 

b) Araucaria excelsa. Einige 5—12jährige Araucarien wurden etwa 
40 cm unterhalb der Endknospe dekapitiert. Das abgetrennte Terminal- 
stück der Sproßachse wurde in Querscheiben zerlegt und auf B-Glu- 
cosidasen-Aktivität geprüft. Die Versuche ergaben sommers wie winters 
die gleichen Effekte, da es sich um Gewächshauspflanzen mit + gleich- 
mäßigem Holzzuwachs handelt. Eine Spaltung des Indoxylglucosids 
trat nur in jenen Sproßteilen auf, die in Verholzung begriffen waren. 
Die unmittelbar unter der Sproßspitze liegenden halbmeristematischen 
unverholzten Bezirke (Zonen der Procambiumstränge und des primären 
Dickenwachstums) zeigten keine Spaltung an. Die Zone der bereits 
ausdifferenzierten Xylemprimanen ließ jedoch schwache Ferment- 
aktivität erkennen. 

Etwa 6—10 cm unterhalb der Terminalknospe trat erstmalig eine 
ringförmige blaue Zone auf, die dem unreifen, vom Cambium gebildeten 
Xylemmantel entsprach. Der Mantel besitzt eine durchschnittliche 
Stärke von 3—8 Zellen je Radialreihe. Die Spaltungsanzeige erfolgt in 
diesen jungen Sproßteilen nach etwa 140—180 min. Ein wesentlich 
klareres Bild ergibt die Beobachtung von Schnitten aus 20—40 cm 
Scheitelabstand. Dort hat der sekundäre Holzzuwachs bereits größere 
Ausmaße erreicht. In 20 cm: Entfernung vom terminalen Vegetations- 
punkt bestehen die Radialreihen aus 10—15 Tracheiden, in 25 cm Ent- 
fernung aus 20—24 Tracheiden und in 40 cm Entfernung aus etwa 
80 Tracheiden. Von den Zellen einer Radialreihe sind jeweils die 6—8 
dem Cambium benachbarten noch nicht endgültig verholzt. Sie be- 
finden sich in sehr verschiedenen Stadien der Differenzierung und 
Membranbildung. In diesen unreifen noch lebenden Tracheiden kann 
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aktive B-p-Glucosidase nachgewiesen werden, wie das Erscheinen eines 
tief dunkelblauen Indigo-Ringes bereits nach 30—70 min zeigt (Abb. 2). 
Eine histologische Wiedergabe dieses Effektes befindet sich in der ein- 
gangs zitierten Arbeit aus dem Jahre 1952 (FREUDENBERG, REZNIK, 
BOESENBERG u. RASENACK, S. 642). 

Bei näherer Untersuchung des Farbringes zeigt es sich, daß die dem 
Cambium benachbarten 5—8 Zellen jeder Radialreihe besonders intensiv 





Abb. 2a u. b. “a Auflichtphotographie eines Sproßquerschnittes von Araucaria excelsa. 
Die Zone der verholzenden Jungtracheiden läßt den Indigo-Effekt erkennen. (Vergr. 16 x .) 
b Kontrollschnitt, mit Phloroglucin-Salzsäure behandelt. M Mark; IR Indigoring. 


gefärbt sind. Im Mikroskop weisen besonders die Zellwände eine gleich- 
mäßig dunkelblaue Tingierung auf. Auch im Plasma sind gefärbte 
granuläre Strukturen zu erkennen. Nach einiger Zeit kristallisiert der 
Farbstoff in diffus über das mikroskopische Gesichtsfeld verteilten 
Nadeln aus. 

Die Färbung zeigt zwar mit großer Klarheit auf, in welchen Gewebe- 
bezirken aktives Enzym gegeben ist; die Methode versagt aber, wenn 
man eine feinere cytologisch detaillierte Lokalisierung der Enzym- 
aktivität anstrebt. Die starke Tingierung z.B. der Membranen muß 
nicht unbedingt auf einen primären Reaktionsort hindeuten. Es könnte 
auch eine elektroadsorptive Bindung des Indigomoleküls an die Zell- 
wand in Betracht gezogen werden, wie folgender Versuch nahelegt: 
Ein l!/, cm langes Sproßstück wurde mit Indican infiltriert. Nach 
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3 Std war an beiden Enden ein starker Indigo-Ring sichtbar. Das 
SproBstück wurde in der Mitte quer geschnitten. Am Holzkörper war 
dort infolge O,-Mangels die Bildung eines blauen Farbstoffes unter- 
blieben. Man dürfte nun erwarten, daß die ungefärbten löslichen Reak- 
tions-Zwischenprodukte inzwischen durch Diffusion verlagert sind. Die 
nun nachträglich einsetzende Färbung sollte nicht distinkt lokalisiert 
sein, sondern mehr oder weniger über den Schnitt verwaschen erscheinen. 
Dem ist aber nicht so. Die durch Oxydation entstehende Farbzone unter- 
scheidet sich in Intensität und Lokalisationsschärfe nicht von den 
Bildern des Normalversuches. Dieser Umstand deutet auf elektro- 
adsorptive Bindung des Reaktionsproduktes an gewisse Zellbestandteile 
(Membranen) hin. 

Auch die Harzgänge in Holz und Rinde zeigen einen deutlichen 
Indigo-Effekt. Insbesondere erscheint das Plasma der zartwandigen 
Harzgangepithelzellen dicht gefärbt. Entsprechende Befunde lassen sich 
auch bei sämtlichen anderen untersuchten Nadelhölzern erheben. Die 
Coniferen-Harze enthalten beträchtliche Anteile an Guajacylpropan- 
Abkömmlingen. Unter diesen sog. Lignanen ist vor allem das Pinoresinol 
hervorzuheben (TscHIRCH 1900), ein Dimeres des Coniferylalkohols, das 
gleichzeitig auch als Baustein des Fichtenlignins auftritt (FREUDEN- 
BERG 1954). Was nun die Biogenese derartiger Phenylpropanderivate 
des Harzes anlangt, so liegt es nahe, dieselben Syntheseschritte anzu- 
nehmen, wie sie für die Ligninbildung bereits als gesichert gelten können 
(FREUDENBERG 1954, FREUDENBERG, REZNIK, Fucus u. REICHERT ‘ 
1955). Auch die enzymatischen Teilreaktionen, die Freisetzung des 
Coniferylalkohols aus dem D-Coniferin durch spezifische ß-D-Glucosidasen 
und die anschließende durch Redoxasen bewirkte Dehydrierungspoly- 
merisation verlaufen in den harzerzeugenden Gewebebezirken. 

c) Pinus silvestris, Pinus montana. Die einheimischen Freiland- 
Coniferen unterscheiden sich von der Norfolk-Tanne darin grundlegend, 
daß bei ihnen aktives glucosidspaltendes Enzym nur während der Zeit 
des Holzzuwachses, also von Ende April bis höchstens Mitte August 
nachweisbar ist. Aus zur Zeit der Vegetationsruhe oder im Spätsommer 
angestellten Versuchen resultiert keine Indigo-Reaktion. Da andere 
Enzyme auch außerhalb der Wachstumszeit in aktivem Zustand ange- 
troffen werden können, z.B. die an der Terminalatmung beteiligten 
Chromooxydasen (noch unveröffentl. Vers.), so bietet diese Kongruenz 
zwischen Holzzuwachs und Fermentaktivität einen weiteren Anhalts- 
punkt für die enzymatische Freisetzung des Coniferylalkohols. 

In den Sproßquerschnitt-Testen tritt der erste sichtbare Effekt 
durchschnittlich 40—140 min nach der Aufbringung des Indicans auf. 
Am meisten intensiv ist die Färbung in den Epithelzellen der Harz- 
gänge sowohl des Holzes als auch der primären Rinde. Auch im Mark- 
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strahlparenchym sind Glucosidasen vorhanden. Wiederum besonders 
deutlich ist die Indigo-Reaktion im Bereiche des Holzkérpers. Es ist 
jedoch die bei Araucaria zu beobachtende strenge Beschränkung auf 
ausschlieBlich junge noch wachsende Tracheiden nicht gegeben. In 
einjährigen Sprossen mit einem Holzzuwachs von 40—80 Zellen je 
Radialzug sind auch ältere dem Cambium fernere Bezirke gefärbt, ohne 
daß Diffusion angenommen werden muß. Manchmal sind auch die dem 
Mark benachbarten Xylemprimanen gefärbt. 

Bei einigen Versuchen wurde an den Sproßstücken die primäre Rinde, 
das Phloem und Teile des Cambiums durch Schälen entfernt. Auch in 
solcherart entrindeten Holzkörpern fiel die Indigo-Reaktion positiv aus. 

d) Picea excelsa. Ein zur Zeit des intensivsten Wachstums (Mitte 
Mai) vorgenommener Versuch ergab gegenüber Araucaria und Pinus 
keine nennenswerten Unterschiede hinsichtlich der Enzym- und Spal- 
tungslokalisation. Die Stärke des Farbeffektes deutet jedoch auf sehr 
intensive Spaltung hin. Der Xylemring war tief rotviolett tingiert, was 
nur bei starker Indigo-Konzentration der Fall ist. In den Harzgängen 
der Rinde war der Effekt weniger stark (Indigotönung himmel- bis 
tiefblau). Auch bei der Fichte endeten sämtliche zur Zeit der Wachs- 
tumsruhe unternommenen Versuche negativ. 

e) Die Indigo-Reaktion bei Laubhélzern. Nach den Angaben von 
CREIGHTON, GIBBS und HIBBERT (1944) sind an der Zusammensetzung 
des Laubholzlignins 3 Hauptkomponenten beteiligt (Coniferylalkohol, 
Sinapinalkohol und p-Cumaraldehyd). Von den beiden ersten Stoffen 
sind die Glucoside (Coniferin, Syringin) bekannt. Auch vom p-Cumar- 
aldehyd könnte eine glucosidische Stufe angenommen werden. Das an 
der Ligninbiogenese beteiligte Fermentsystem wird sich demnach kaum 
wesentlich von den Coniferen-Fermenten unterscheiden (SIEGEL 1954). 
Bei Styrax benzoin ist als Sonderfall ein Teil des Coniferylalkohols als 
Benzoat in der Pflanze festgelegt (FREUDENBERG und BrirrneR 1950). 

Die Indigo-Reaktion bietet bei Gewebeschnitten von dicotylen Holz- 
gewächsen keine bemerkenswerten Unterschiede zu den bereits an Coni- 
feren eruierten Tatsachen. Wir können es uns ersparen, die Phänomene 
im einzelnen zu besprechen. Eine kurze Tabelle mag über einige Ver- 
suche Auskunft geben (Tabelle 2): 

Die Farbreaktion zeigt je nach Alter und Wachstumszustand des 
Sprosses gewisse Nuancen in der Reaktionsdauer und Intensität. Auch 
hier weisen ruhende Sprosse durchweg negative Reaktion auf. So zeigt 
z.B. der am 30. Juli untersuchte Fliedersproß (Versuch Nr.5) auch 
äußerlich kein Wachstum mehr. Hingegen wies der positiv reagierende 
Ilex-Sproß vom 4. August (Versuch Nr. 6) eine lebhaft wachsende 
Triebspitze auf. Das jahreszeitlich bedingte negative Reagieren in den 
Versuchen 3, 4, 8, 12 und 15 ist ohne weiteres zu verstehen. Bei der im 
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Dezember positiv reagierenden Ficus exasperata (Nr. 13) handelt es sich 
um eine im Wachstum begriffene Warmhauspflanze. 


Abweichend von allen übrigen Beispielen verhält sich Evonymus 
radicans (Nr. 19). Hier ist ausschließlich das Phloem tingiert. Voll- 
ständig versagt hat die Indigo-Probe vor allem bei Rosaceen (Nr. 17, 18). 
Bei Pirus communis allerdings mag es sein, daß die zu beobachtende 
starke Bräunung des Schnittes durch die Tätigkeit der Redoxasen den 
möglicherweise nur schwachen Indigo-Effekt maskiert. Versuche zur 
Ausschaltung der Redoxasenwirkung sind im Gange. 


V. Über die Anwendung anderer Spaltungsindikatoren. 


Der als Reaktionsprodukt auf den Schnitten erscheinende Indigo 
besitzt eine relativ geringe Farbkraft. Das ist bei der Auswertung der 
Ergebnisse im Durchlichtmikroskop, zumal bei stärkeren Vergröße- 
rungen, sehr unvorteilhaft. Es wurde daher versucht, andere geeignete 
Farbreaktionen für die histochemische Enzymlokalisation zu finden. 
Besonders brauchbar erscheinen bestimmte bathochrom substituierte 
Phenolglucoside, da die Aglucon-Verbindungen nach der Hydrolyse mit 
Diazoniumverbindungen zu kuppeln vermögen. 


a) m-Oxy-Zimtalkohol-glucosid'. Als Substrat für eine glucosidatische 
Spaltung diente das. B-b-Glucosid des m-Oxy-Zimtalkohols. Die Ver- 
wendung dieser Verbindung ist schon wegen ihrer nahen Verwandtschaft 
mit dem Coniferin interessant. Die gelöste Substanz wurde in einem 
Spaltungsansatz nach LINDERSTREM-Lang (Duspiva 1942) mit Enzym 
aus dem Kropfsaft von Helix pomatia zusammengebracht und bei 37° C 
inkubiert. Das Aglucon wurde nach Spaltungs-Sistierung mit diazo- 
tierter Sulfanilsäure- in alkalischer Lösung versetzt. Das Kupplungs- 
produkt ist tiefbraun gefärbt. In Kontrollversuchen (Substratkontrolle) 
unterblieb die Kupplung. Die Methode ist in quantitativen Ansätzen 
besonders für colorimetrische Messungen gut geeignet. In Gewebe- 
schnitten hingegen (Amygdalus, Araucaria) versagte die Methode, da 
das Reaktionsprodukt durch Diffusion verschwemmt wurde. Eine histo- 
chemische Anzeige der Enzymlokalisation, wie sie in vorliegender Arbeit 
angestrebt wird, ist demnach mit dieser Substanz nicht möglich. COHEN, 
SELIGMAN, RUTENBURG und Mitarbeiter (1952) wendeten 6-Brom-2- 
naphthyl-ß-D-glucosid als Chromogen-Substanz an, um in Säugetier- 
geweben Glucosidasen cytochemisch darzustellen. Als Kupplungsreagens 
diente tetrazotiertes Diorthoanisidin (Handelsname: du Pont Naphthanil 


1 Herrn Prof. Duspiva (Heidelberg), der mich in die Methoden und Probleme 
der enzymatischen Histochemie und Papierchromatographie einführte, sage ich 
für seine wertvolle Mitwirkung bei den Versuchen Va und b meinen verbindlichen 
Dank. 
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Diazo Blue B). Auch diese Methode war nach den Angaben der Autoren 
unzureichend, da das Kupplungsprodukt verschwemmt wurde. 

b) Cellobiose. (Papierchromatographischer Nachweis der Spaltungs- 
produkte.) Für den Nachweis der Enzymwirkung ist in letzter Zeit auch 
die papierchromatographische Technik häufig herangezogen worden. Sie 
ermöglicht es, die auf enzymatischem Wege entstandenen Spaltungs- 
produkte in geringsten Mengen zu erkennen. Auch in der vorliegenden 
Arbeit wurde eine papierchromatographische Priifung der in den cam- 
biumnahen Geweben lokalisierten Enzymaktivität vorgenommen. Als 
Substrat fiir den Angriff des Enzyms diente an Stelle der oben be- 
schriebenen Heteroside (Indican, m-Oxy-Zimtalkohol-glucosid) das 
Holosid Cellobiose (4-$-p-Glucopyranosyl-p-Glucose). Bei Vorliegen 
einer B-glucosidatischen Aktivität kann das Spaltungsprodukt Glucose 
nachgewiesen werden. Allerdings geht gerade im Falle der Cellobiose 
die Spaltung nicht quantitativ vor sich, so daß noch ein größerer Anteil 
des unverbrauchten Substrates auf dem Chromatogramm erscheint. 

Von wachsenden ljährigen Trieben der Araukarie wurden enzym- 
haltige Gewebehomogenate aus ‚unreifen‘ Tracheiden gewonnen. Ein 
weiterer Ansatz enthielt Homogenat aus jungen Siebröhren. Die Spal- 
tung erfolgte in einem Mikroansatz nach LINDERSTROM-LAnG (DusPpIva 
1942). Inkubiert wurde 24 Std bei 37°C. Die Reaktionsprodukte 
wurden dann 30 Std absteigend chromatographiert. Die Auswertung 
der Papyrogramme ergab, daß die unreifen Tracheiden aktive ß-D- 


Glucosidase enthalten (Glucose-Fleck im Enzymversuch b Abb. 3). Im. 


unbehandelten Gewebe-Homogenat (Enzymkontrolle a) wurde so gut 
wie keine freie Glucose gefunden, wohl aber beträchtliche Mengen 
Fructose, Saccharose und ein noch nicht identifiziertes Trisaccharid 
(Melezitose ?). Das Siebröhrenhomogenat enthielt nur geringe Spuren 
aktiver ß-Glucosidase, hingegen viel freie Glucose und Disaccharide 
(Abb. 3d,e). Der Cellobioseversuch ergab somit einwandfrei, daß in 
dem Cambial-Bezirk von Araucaria nur diejenigen Zellen reich an 
Glucosidase sind, die auch im Indican-Test positiv reagieren. 

c) Versuche mit Radio-Carbon (C'*). Von FREUDENBERG, REZNIK, 
Fucus u. REICHERT (1954a, 1955) angestellte Untersuchungen über 
die Aufnahme und Weiterverarbeitung 14-C-markierter Ligninvorstufen 
durch Fichtenbäumchen ergaben eine ausgezeichnete Übereinstimmung 
mit den hier vorgetragenen Resultaten der Indican-Versuche. Coniferyl- 
alkohol wurde an der primären Carbinolgruppe markiert und in Form 
des ß-D-Glucosids (D-Coniferin) den Bäumen mit Hilfe eines speziellen 
Imbibitionsverfahrens appliziert. Eine andere Serie von Versuchsbäumen 
erhielt das L-Glucosid (L-Coniferin). Analoge Versuche wurden mit 
markiertem D-Gluco-Vanillin und L-Gluco-Vanillin vorgenommen. Es 
zeigte sich, daß die Glucosidasen der Cambialregion nur die D-Heteroside 
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zu spalten imstande waren. Die Spaltungsprodukte wurden durch die 
Zellredoxasen zu Dehydrierungs-Polymerisaten von Lignincharakter ver- 
wandelt. Die L-Glucoside dagegen widerstanden dem Angriff der Enzyme 
und blieben wasserlöslich. Analysen ergaben, daß sie im Pflanzengewebe 
noch nach Monaten in ungespaltener Form vorlagen. Mikroautoradio- 
gramme von Sproßquerschnitten zeigen als Strahlungsort eine ringför- 
mige Zone, die in den Abmessungen (hinsichtlich Durchmesser und 
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a 
Abb. 3a—f. Papierchromatographischer Nachweis der Cellobiosespaltung. Wiedergabe 
der Zuckerzone eines Durchlauf-Chromatogramms. a Tracheiden-Homogenat, Enzym- 
kontrolle; b Tracheiden-Homogenat, Spaltung. Der Pfeil weist auf die durch enzymatische 
Hydrolyse entstandene Glucose; c Substrat-Kontrolle; d Siebréhren-Homogenat, Enzym- 
kontrolle (Spuren von Glucose vorhanden); e Siebréhren-Homogenat, Spaltung; f Sub- 
strat-Kontrolle. 


Zonenbreite) dem blauen Indigoring entspricht, wie man ihn zur Zeit 
der Einbringung der radioaktiven Verbindungen mit Hilfe des Indican- 
Testes erhalten hätte. 


Aus dem Resultat der Versuche mit C! läßt sich demnach ableiten, 
1. daß Coniferylalkohol als Ligninvorstufe gelten darf; 2. daß die an 
der Freisetzung des Aglukons beteiligten Enzyme spezifische ß-D- 
Glucosidasen sein müssen, da ja die im Parallelversuch nicht gespaltenen 
L-Glucoside ebenfalls B-glucosidische Bindung aufweisen. Die Glu- 
cosidasen der Cambialzone besitzen demnach optische Spezifität (DAKIN 
1904). 
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Zusammenfassung. 


Die Indican-Methode ist geeignet, die Verteilung von B-p-Glu- 
cosidasen in lebenden Sprossen festzustellen. In Gewebeschnitten von 
Araucaria excelsa, Pinus silvestris, Pinus montana, Picea excelsa, 
Syringa vulgaris, Forsythia suspensa und anderen Nadel- und Laub- 
hölzern erscheint die durch enzymatische Deglucosidierung des Indicans 
und anschlieBende Indigobildung auftretende Blaufärbung nur in solchen 
Geweben, die im Begriffe sind zu verholzen. Im sekundären Xylem 
(,,Holz‘‘) bietet sich die Indigozone auf Querschnitten als blauer schmaler 
Ring zwischen dem Cambiumring und dem bereits verholzten Gewebe. 
Als Trager der Färbung fungieren vor allem die Membranen der noch 
„unreifen‘‘ verholzenden Tracheiden, bzw. Tracheen. Es wird die An- 
nahme gemacht, daB der Farbstoff elektroadsorptiv an die Zellwände 
gebunden ist. In Pflanzen, die zur Zeit der Vegetationsruhe getestet 
wurden, konnte keine aktive B-Glucosidase nachgewiesen werden. Die 
Zone des primären Meristemringes und der Procambiumstränge unter- 
halb des Vegetationspunktes ist auch bei wachsenden Pflanzen noch fast 
frei von Verholzungsglucosidasen. Bei einigen Laubhölzern (Rosaceen, 
Evonymus) sind keine eindeutigen Ergebnisse erzielt worden. 

Aus der Cambialregion von Araucaria excelsa wurden Gewebe- 
homogenate von verholzenden Tracheiden und von jungen Siebröhren 
hergestellt. Cellobiose wurde als Enzymsubstrat geboten, und die 
Spaltprodukte wurden papierchromatographisch nachgewiesen. Die 
Glucosidasen-Aktivität war fast ausschließlich auf die Tracheiden- 
Homogenate beschränkt. 


An anderer Stelle veröffentlichte Versuche mit C'*-markierten Lig- 
ninvorstufen ergaben, daß die B-Glucosidasen nur D-Glucoside einzu- 
bauen vermögen. 

Die topographische Übereinstimmung der untersuchten Vorgänge 
war bei der vergleichenden Auswertung der Indican-, Cellobiose- und 
Radio-Kohlenstoff-Methode sehr gut. Das Vorhaben einer exakten 
Enzymlokalisierung in bestimmten Gewebebezirken ist gelungen. Das 
weit wichtigere Ziel — die Zuordnung der Fermentaktivität zu bestimm- 
ten Zellstrukturen (Plasmagranulationen, Mitochondrien o.ä.) ist mit 
den geschilderten Methoden nicht zu erlangen gewesen. Vielleicht kann 
eine verfeinerte Methode, die sich auf die Anwendung der Gefriertrock- 
nung stützt, die bestehenden Schwierigkeiten überwinden helfen. An 
der Beteiligung spezifischer Glucosidasen am Verholzungsprozeß kann 
jedenfalls nicht mehr gezweifelt werden. 


Herrn Prof. FREUDENBERG und Herrn Prof. SEYBOLD sei auch an dieser Stelle 
für die fördernde Anregung und das stetige Interesse gedankt, das diese Arbeit 
begleitet hat. 
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UBER DIE VOLLAUTOMATISIERUNG 
DER CO,-ASSIMILATIONSBESTIMMUNG 
UND ZUR METHODIK DES KUVETTENKLIMAS*. 
Von 
G. Bostan. 
Unter Mitarbeit von A. ENSGRABER. 
Mit 10 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. Januar 1955.) 


Die an eine Freilandapparatur zu stellenden Anforderungen sind 
wesentlich höher als für die zu Untersuchungen im Laboratorium be- 
stimmten Geräte, bedingt durch die Unmöglichkeit der Konstant- 
haltung einzelner Umweltfaktoren und die dadurch erforderliche Viel- 
seitigkeit der Nebenmessungen. Voraussetzung für die Auswertung 
von Freilandbestimmungen ist neben hoher Meßgenauigkeit die Mög- 
lichkeit zur Gewinnung lückenloser Tageskurven und besser sogar 
noch von Kurven, die über einige Tage hinaus Auswertungen zu- 
lassen bei gleichzeitiger Erfassung aller wichtigen klimatischen Fak- 
toren. Wird weiterhin berücksichtigt, daß, dem Sinn ökologischer Frei-. 
landuntersuchungen entsprechend, die Versuchspflanzen am natürlichen 
Standort und Triebe oder Blätter im unveränderten Verband mit 
der Pflanze verbleiben müssen, so taucht eine weitere, und zwar 
wohl die größte Schwierigkeit auf: die Unterbringung der Versuchs- 
pflanze in der Assimilationskammer; denn bei langfristigen Versuchen 
über Tage oder gar Wochen hinaus treten in der Küvette für die Pflanze 
klimatische Verhältnisse auf, die von den Außenbedingungen erheb- 
lich abweichen und zu falschen Schlußfolgerungen führen. Ganz be- 
sonders hinderlich wirkt sich in dieser Hinsicht die Übertemperatur in 
der Küvette aus, die bei intensiver Sonnenstrahlung im Hochsommer 
um mehr als 25° C über die Außentemperatur hinausgehen kann (s. auch 
TRANQUILLINI 1954, HARDER, FILZER, Lorenz 1931). 

Daß selbst bei kurzfristigen Versuchen Übertemperaturen auftreten 
können, ist aus der Literatur seit 1918 (HENRICI u. a.) hinlänglich be- 
kannt und ebenso die Tatsache, daß durch diese Übertemperaturen bei 
sonst optimalen Bedingungen der CO,-Assimilation Depressionen im 
Verlauf der Assimilationskurve auftreten, die über den Kompensations- 


* Nach einem Vortrag anläßlich der Botanikertagung in Hamburg am 27. 8. 53. 
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punkt hinausgehen und damit ausschlieBlich Atmung vortäuschen 
[KostyTscHEW u. Mitarbeiter (1926), SCHANDERL (1930), JACCARD 
(1930), Harper, Fiuzer u. Lorenz (1931), Harper, KEPPLER u. 
Reuss (1931), Hiramatsu (1932), Paauw (1932), SCHODER (1932), 
Bosıan (1933 u. 1953), EGLE u. SCHENK (1953) u. a. s. TRANQUILLINI 
(1954)]. Den Nachweis, daß Überhitzung der Küvetten zu diesen 
Depressionen führt, konnte Bostan bereits 1933 durch eine recht grobe 
Vorkühlung der Küvetten in Kurzversuchen erbringen (Bostan 1933, 
S. 266—267) und mußte damit zu der Überzeugung gelangen, daß alle 
bisherigen Untersuchungsergebnisse über den CO,-Stoffwechsel unter 
extremen Temperaturverhältnissen im Freiland zumindestens einer grund- 
sätzlichen Nachprüfung unter Berücksichtigung des Küvettenklimas 
bedürfen. Dabei kann sich die einfache Kühlung durch eine wasser- 
gekühlte Doppelwandung der Küvette allein — wie Bostan es bereits 
1933 für kurzfristige Versuche vorgeschlagen hatte — nicht den An- 
forderungen natürlicher Verhältnisse entsprechen, da sie die Schwan- 
kungen der Tagestemperaturen nicht mitmacht. Die Temperatur des Kühl- 
wassers muß also regulierbar sein, und zwar so, daß die Küvettentempe- 
ratur der Außenlufttemperatur weitgehend angeglichen wird. Es leuchtet 
ein, daß diese Temperaturregelung, wenn manuell durchgeführt, eine 
äußerst starke Belastung für den Versuchsansteller bedeutet und trotz- 
dem nicht befriedigend exakt funktionieren kann. Die Vollautomatisierung 
mußte somit angestrebt werden und fand in vorliegend beschriebener 
Konstruktion ihre im Prinzip recht einfache und doch erfreulich exakte 
Verwirklichung. 


Versuche, die Übertemperaturen der Küvette durch Abschirmung 
der direkten Sonneneinstrahlung zu verhindern, wurden bereits von 
HARDER, FILZER und Lorenz (1931) sowie SCHODER (1932) angestrebt. 
TRANQUILLINI (1954) gelang es durch Filtrierung des ultraroten Strahlen- 
anteils in Verbindung mit Luftdurchströmungsgeschwindigkeiten von 
über !/, cm/sec eine weitgehende Überhitzung der Küvette zu vermeiden. 
Eine Angleichung an die natürlichen Lichtverhältnisse wird aber durch 
dieses an sich sehr schöne und wirksame Verfahren nicht ganz befriedi- 
gend gelöst, da die schon durch die Küvette selbst bedingte Licht- 
minderung durch die Filtrierung noch zusätzlich erhöht wird. 


Die Lichtverhältnisse in der Küvette sind durch die Wahl des 
Materials der Assimilationskammern — Glas oder Plexiglas — gegeben. 
Die Lichtdurchlässigkeit des von uns verwendeten Plexiglases beträgt 
je nach dem Alter bzw. der Inanspruchnahme 90—99% und genügt 
damit den gestellten Anforderungen. 


Die relative Feuchtigkeit in der Küvette übersteigt die relative 
Feuchtigkeit der Außenluft erheblich und ist vorläufig noch nicht 


32* 
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automatisch regulierbar. Bei grôBeren Blättern — in unseren Ver- 
suchen Rebblätter — tritt Kondensation des transpirierten Wasserdampfes 
in der Kiivette ein. Das entstehende Wasser kann im Verlaufe des Tages 
etliche Kubikzentimeter betragen und muB zwischenzeitlich aus der 
Kiivette entfernt werden. In kleineren Küvetten mit geringer Blattfläche 
kann die Kondensation durch erhöhte Durchströmungsgeschwindigkeit 
der Luft weitgehend verringert oder eventuell vermieden werden. Die 
Kondensation des Transpirationswasserdampfes: in der Küvette hat 
unsere Bemühungen, die Transpiration psychrometrisch im Assimilations- 
luftstrom zu bestimmen, bisher noch unmöglich gemacht". 

Für die Registrierung der zeitlich mit den CO,-Assimilationswerten 
korrespondierenden Nebenmessungen — Temperatur, Licht, relative 
Feuchtigkeit und Windgeschwindigkeit — sind manuelle Messungen 
und Ablesungen der Meßwerte nur durch einen größeren Mitarbeiterstab 
zu ermöglichen, selbst bei Mitverwendung des vollautomatisch arbeiten- 
den ,,Uras“ für die CO,-Bestimmungen. Die Vollautomatisierung aller 
Nebenmessungen zur CO,-Bestimmung einschließlich der Küvetten- 
kühlung ist daher nicht nur wünschenswert, sondern für die Gewinnung 
lückenloser Kurven in zeitlicher Zusammengehörigkeit unerläßlich ge- 
worden und wurde daher bei der im folgenden beschriebenen Apparatur 
angestrebt und verwirklicht. 


Die Gesamtapparatur gestattet die vollautomatische Registrierung 
der CO,-Assimilation in Minutenwerten, Temperatur- und Licht- 
messungen innerhalb und außerhalb der Küvette, sowie die Bestimmung 
der relativen Feuchtigkeit in 30 sec-Werten und ermöglicht weiterhin 
die Messung der Windgeschwindigkeit und die vollautomatische Küvet- 
tenkühlung mit einer weitgehenden Temperaturangleichung an die 
Außenlufttemperatur. Die Registrier- und Zusatzgeräte wurden zu 
einem ,,Fliegenden Laboratorium“ zusammengestellt, das schnellen 
Standortwechsel und schnellen Aufbau an den Versuchsstationen ge- 
stattet. 

Es ist mir ein dringendes Bedürfnis, dem Ministerium Rheinland-Pfalz meinen 
herzlichsten Dank auch an dieser Stelle auszusprechen für die großzügige finanzielle 
Unterstützung, durch die es mir ermöglicht wurde, meinen seit mehr als 15 Jahre 
gehegten Wunsch und meine seit Jahren vorliegenden Pläne zur Vollautomati- 
sierung der CO,-Assimilationsmethodik und insbesondere der Küvettenkühlung 
im Interesse der pflanzenphysiologischen Forschung zu verwirklichen. Der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft habe ich in gleichem Sinne zu danken für 
die Bereitstellung von Mitteln zur Einstellung meiner wissenschaftlichen Hilfs- 
kraft, Herrn Dr. ENSGRABER, der mir mit Fleiß und Geschick bei der Zusammen- 
stellung der Gesamtapparatur behilflich war. Weiterhin habe ich Herrn Dipl.-Ing. 
LAUER für seine stete Hilfsbereitschaft und Ratschläge herzlichst zu danken. 


1 Inzwischen ist es HUBER u. MILLER (1954) gelungen, die Transpiration im 
laufenden Luftstrom mit dem „Thermoflux‘ zu bestimmen. 
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Der gleiche Dank gilt auch den Herren Dir. Dr. GOLDMANN, Dr. ERNST, Dr. SIEVERT 
und Dr. Haas von der BASF Ludwigshafen-Oppau fiir die Bereitstellung des 
Ultrarotabsorptionsschreibers und fiir die Einweisung in die Handhabung des 
Gerätes. 


Das „Fliegende Laboratorium“ und seine Einzelgeräte!. 
a) Der Ultrarotabsorptionsschreiber. 

Eingehende Erklärungen über den ‚Uras‘‘ (U) abzugeben erübrigt 
sich, da dieses Gerät der BASF aus der Literatur (EGLE u. ERNST 
1949, TRANQUILLINI 1952) hinlänglich bekannt ist. Es sollen an dieser 
Stelle daher nur einige Ausführungen gemacht werden über den von 
uns verwendeten Gasumschalter, die Trocknung der auf ihren CO,-Gehalt 
zu untersuchenden Luft und die Temperaturabhängigkeit der Anzeige. 

Die BASF konstruierte 2 verschiedene Gasumschalter für je 6 MeB- 
stellen. Die erste Konstruktion sperrt jeweils 5 Meßstellen und läßt 
für die Zeit von 1 min nur eine einzige zum ‚‚Uras‘‘ durch. Das hat den 
Vorteil, daß bei nicht voller Ausnutzung des Sechsfarbenschreibers 2 oder 
3 Meßstellen gekoppelt werden können, aber auch den Nachteil, daß 
für alle MeBstellen, die zur Zeit nicht über den ‚Uras‘‘ führen, jede für 
sich einer besonderen Pumpe angeschlossen werden muß, um die Durch- 
spülung der Luftleitungen kontinuierlich durchführen zu können. Da 
nun die Luft die Pumpen hierbei passieren muß, diese aber nicht immer 
ganz dicht sind und durch angesaugte Nebenluft falsche CO,-Werte 
anzeigen könnten, haben wir von dieser Konstruktion des Gasumschalters 
Abstand genommen und die zweite Form verwandt. Dieser Gas- 
umschalter (G) ist im Gegensatz zur 1. Konstruktion mit 2 Absaug- 
stutzen versehen. Der 1. Stutzen führt den Luftstrom von einer der 
6 Meßstellen direkt zum ,,Uras‘‘, während der 2. Stutzen die 5 anderen 
Anschlüsse vereinigt, so daß deren Luftwege von einer einzigen, ent- 
sprechend leistungsfähigen Pumpe, für unsere Versuche auf 300 L/h 
reguliert, kontinuierlich durchgespült werden können. Diese Pumpe 
dient nur als Vorspülpumpe (SP). Die Luft wird, ohne analysiert zu 
werden, ins Freie geleitet. Die vom 1. Stutzen dem ,,Uras‘ zugeführte 
Luft wird der Analysenkammer durch eine hinter dem ,,Uras‘‘ geschaltete 
Pumpe (UP) zugeleitet und die Luftmenge, 60 L/h, mittels eines Rota- 
meters (Ro) bestimmt. Die Menge der Vorspülluft wird mit einer 
kleinen Gasuhr bestimmt und die Strömungsgeschwindigkeit in beiden 
Systemen durch Tauchungen konstant gehalten. 

Für die Trocknung der Analysenluft in der Gasleitungkommenin Frage: 
Silikagel, Schwefelsäure und Calciumchlorid. TRANQUILLINI (1952) be- 
nutzte Silikagel, und zwar zunächst in sehr voluminösen Trockentürmen, 


! Die im Text beschriebenen Geräte und deren Schaltung in dem gesamten 
Aufbau der Apparatur sind in dem Schaltschema Abb. 6 aufgeführt. 
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die sich aber insofern von Nachteil erwiesen, als sich durch reversible Ad- 
sorption der CO, Anzeigeverzögerungen von 1/,—*/, Std herausstellten ; 
auch bei Verwendung enger U-Rohre liegt der 1. Registrierpunkt nach 
Übergang zwischen 2 Eichgasen fast genau an der Stelle des folgenden. 
Die Entscheidung für eines der 3 Trockenmittel veranlaßte uns zu 
folgendem Versuch (Abb. 1). 
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Abb. 1. Vergleichsversuch mit Ca(Cl), und Silicagel als Trockenmittel. Meßstelle 1 = @, 


2=0,3=+,4= À, 5 = ©, 6 = x. Beschreibung s. S. 474—475. 


Von 12°°—13* Uhr wurde mit CaCl,, von 134—153%6 Uhr mit Silika- 
gel (Merck) und anschlieBend wieder mit CaCl, getrocknet. Die Trocken- 
mittel wurden im U-Rohre (Durchmesser 15 mm und 11 em hoch) gefüllt 
und die Luftstromgeschwindigkeit auf 60 L/h konstant gehalten. Die 
Meßstellen 1 (@) und 2 (0) zeigen den CO,-Gehalt der Zimmerluft und 
die Meßstellen (3 (+), 4 (a), 5 (.) und 6 (x) die CO,-Werte der AuBen- 
luft an. Zu Beginn des Versuches war die CO,-Konzentration der 
Zimmerluft höher als 0,5%. Der Zeiger des Sechsfarbenschreibers schlug 
am Skalenende an; erst ab 124° Uhr erschienen ablesbare Werte, die bei 
Berücksichtigung der CO,-Schwankungen im Zimmer für die beiden 
MeBstellen recht gute Übereinstimmung zeigen. Nach dem Umschalten 
auf Silikagel ändert sich das Bild bis auf die Werte der Meßstellen 5 
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und 6 sehr wesentlich. Meßstelle 1 zeigt sofort nach dem Umschalten 
sehr tiefe Werte an, trotz der sehr CO,-reichen Zimmerluft. Das Silikagel 
hat einen großen Anteil der CO, bis zu einem gewissen Sättigungsgrad 
während der Meßminute adsorbiert. Erst nach Einschalten der 2. Meß- 
stelle geht der hohe CO,-Anteil der Zimmerluft durch das Trockenrohr, 
aber auch hier wird noch ein Teil der CO, adsorbiert, verglichen mit der 
Anzeige bei der CaCl,-Trocknung. Ab Meßstelle 3 (Außenluft) wird 
vom Silikagel wieder CO, freigegeben. Erst allmählich findet ein Aus- 
gleich über die 4., 5. und 6. Meßstelle statt. Die 5. und die 6. Meßstelle 
zeigen dann wieder Werte an, die denen der Außenluft bei CaCl,-Trock- 
nung entsprechen. Mit Wiedereinschaltung der 1. Meßstelle nach 6 min 
wiederholt sich der beschriebene Vorgang im gleichen Sinne, so daß 
die 1. Meßstelle im 6 min-Cyclus viel zu tiefe, die 2. Meßstelle auch noch 
zu tiefe, die 3. Meßstelle viel zu hohe und auch noch die 4. Meßstelle 
zu hohe Werte bei Verwendung des Silikagels anzeigen. Bei Ver- 
wendung von CaCl, ab 15% Uhr zeigen die Meßstellen 1 und 2 wieder 
die hohen CO,-Werte der Zimmerluft bis zum Anschlag an das Skalen- 
ende an. Die reversible CO,-Bindung an das CaCl, ist somit gleich 0 
oder zumindest so gering, daB sie bei den Messungen der AuBenluft 
gar nicht ins Gewicht fallt. Die Versuche haben eindeutig erwiesen, 
daß von der Verwendung des Silikagels zugunsten des CaCl, Abstand ge- 
nommen werden sollte. Vergleichsversuche mit Schwefelsäure und CaCl, 
ergaben keine Unterschiede in der Anzeige. Bei Dauermessungen, und 
zwar selbst bei hoher relativer Luftfeuchtigkeit reicht ein tägliches 
Auswechseln der CaCl,-Röhrchen vollkommen aus, wenn die Luft nach 
dem Passieren der Assimilationskammer (K) oder unmittelbar hinter 
den Luftentnahmestellen für die Luft-CO,-Bestimmung durch Schwefel- 
säure vorgetrocknet wurde (s. 8. 477). Bei Einhaltung dieser Maßnahme 
wurde nach dem Wechsel des CaCl,-Röhrchens nie eine Störung im 
Verlauf der CO,-Kurven beobachtet; Störungen traten auch dann nicht 
auf, solange das CaCl, im aufsteigenden Schenkel des U-Rohres völlig 
trocken war und sich noch keine Flüssigkeit in der Biegung des Trocken- 
rohres angesammelt hatte. 

Wegen der Temperaturabhängigkeit der Anzeige wird für den ,,Uras“ 
eine möglichst temperaturkonstante Unterbringung des Gerätes während 
der Messungen empfohlen. Diese Forderung ist im Freiland jedoch 
kaum zu erfüllen und eine übertriebene Sorge in dieser Hinsicht ist 
auch — wie Kontrollversuche ergaben — unbegründet. Am 14. zum 
15. 8.53 wurde bei einem Temperaturmaximum im ,,Fliegenden Labo- 
ratorium‘‘ von 34°C und einem Minimum von 19°C stündlich eine 
Eichung der Anzeige mit 2 Eichgasen durchgeführt. Die Konzentration 
der Eichgase war so eingestellt, daß ihre Meßpunkte auf der 5 mV-Skala 
des Sechsfarbenschreibers (S) einen Abstand von 2,65 mV = 0,0154% 

Planta. Bd. 45. 32b 
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CO, haben muBten. Als Ergebnis von 24 Eichungen ergab sich ein 
höchster Wert von 0,0161% und ein niedrigster Wert von 0,0151 % CO,. 
Diese Höchstdifferenz der Empfindlichkeit von nur 0,001% CO, wird 
auch von dem Gang des Nullpunktes nicht wesentlich überschritten, 
da der eine Eichgaswert nur Werte zwischen 0,0293 und 0,0307%, der 
andere solche zwischen 0,0449 und 0,0467% aufweist. Die Genauigkeit 
der Assimilations- und Atmungswerte, die hauptsächlich durch den 
Gang der Empfindlichkeit, und die Bestimmung des CO,-Gehaltes der 
Luft, welche hauptsächlich durch den Gang des Nullpunktes bedingt ist, 
werden daher bei der Aufstellung des ‚‚Uras‘‘ im Freien kaum geringer. 
Wir haben während dieser Eichversuche einen Höchstwert der Außen- 
luftkohlensäure von 0,0386% um 4 Uhr am 14. 8. 53 und einen Tiefst- 
wert von 0,0276% um 14 Uhr am 15. 8. 53 bestimmt. 


b) Die Küvette. 

Die von uns verwendete Küvettenform ist den Größenverhältnissen 
des Rebblattes angepaßt und stellt eine bereits von Bostan (1933 S. 267) 
vorgeschlagene und nun auch verwirklichte Weiterentwicklung der von 
SCHANDERL und Bostan (1939) konstruierten Assimilationskammer dar. 
Sie ist aus 4 mm starkem Plexiglas gebaut und unterscheidet sich von 
den bisherigen Ausführungen vor allem durch die Auflage eines 10 mm 
starken Wassermantels auf der Oberseite der Küvette (Abb. 2). 


Das Kühlwasser wird am spitzen Ende ein- und aus den beiden 


seitlichen Röhrchen über der Küvettenöffnung abgeleitet. Da der Luft- 


strom die entgegengesetzte Richtung nimmt, ist nach dem Gegenstrom- 
prinzip mit der besten Kühlwirkung zu rechnen, zumal die Küvette, 
der natürlichen Stellung des Rebblattes entsprechend, bei den Messungen 
gegen das spitze Ende geneigt aufgehängt wird. ; 


Das Blatt wird beim Einbringen in die Küvette (K) zwischen einen 
doppelten Rost kräftiger Zwirnsfäden geschoben. Die Fäden haben den 
Zweck, das Blatt in allen Teilen möglichst in der Mitte der Küvette 
zu halten, so daß keine toten Lufträume entstehen und die Luft das 
Blatt allseitig umspülen kann. Zur Erleichterung des Einbringens des 
Blattes sind die Fäden des oberen Rostes nicht starr an der Küvette 
befestigt, sondern laufen durch die Löcher des Deckels nach einem 
Holzstäbchen, das nach dem Schließen des Deckels an der oberen Kante 
der Küvette zu liegen kommt, dabei die Fäden des oberen Rostes spannt 
und mit einem Gummiring in dieser Lage festgehalten wird!. 

Durch 2 Bohrungen seitlich des zugespitzten Teiles der Küvette wird 
ein Thermoelement (f,) und ein Widerstandsthermometer (th,) in den 


= Die der Küvettenform sinnvoll angepaßte Konstruktion des Spannfäden- 
systems ist nach Idee und Ausführung Herrn Dr. ENsGRABER zuzuschreiben. 
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Luftraum der Kiivette eingefiihrt. Beide MeBgeräte befinden sich durch 
teilweises Abdecken des zugespitzten Teiles der Kiivette mit Silber- 
papier stets im Schatten. Von der Kiivette aus fiihren Glas- bzw. 
Kunststoffleitungen (Norvin) zum ,,Uras“. Sie können sehr lang sein, 
ohne daB dadurch die Leistung der Pumpen merklich abnimmt. Der 
Aktionsradius unserer Gesamtapparatur vom ,,Fliegenden Laborato- 
rium‘ aus ist lediglich 
durch die Länge der Zu- an I — = à (FT 
leitungen zu den Ther- — 
moelementen, Psychro- | 
metern und Photoele- | 
menten auf maximal | 
20 m beschränkt, kann | 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
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aber durch entspre- 
chende Verlängerung der 
Meßleitungen noch weit- 
gehendst vergrößert wer- 
den. Die Atmungskohlen 
säure der Experimentie- 
renden macht sich in 
der von uns gewählten 
Entfernung von 20 m 
nicht bemerkbar. Direkt 
hinter die Küvetten 
und Luftentnahmestel- Kühlun 

len sind zum Vortrock- ei sé 
nen der Luft kleine Fla- 


. 6 . 
schen mit konzentrierter 


Schwefelsäure in die Lei- Abb. 2. Küvette mit Kühlmantel. Th Thermoelement, 
W Widerstandsthermometer. Beschreibung s. S. 476/477. 
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tungen eingeschaltet. 

Das Einleitungsrohr reicht dabei knapp bis über die Oberfläche der 
Schwefelsäure. Zur Vermeidung zusätzlicher Leitungswiderstände soll 
das Rohr nicht in die Schwefelsäure eintauchen. Bei diesem Vorgehen 
sind niemals die sonst beträchtlichen und störenden Kondenswasser- 
niederschläge in den Fernleitungen aufgetreten. 


c) Die Küvettenkühlung. 

Die Idee der Küvettenkühlung und deren Verwirklichung (Bosıan 
1933) ging von der Uberlegung aus, einen Ausgleich der Küvetten- und 
Außenlufttemperatur durch vollautomatische Regulierung des Kühl- 
wassers zu erreichen, und zwar so, daß die Überhitzung der Küvette 
durch Leitung von Kühlwasser und die Unterkühlung durch Leitung 
erwärmten Wassers im Kreislauf des Regulationsstromes durch den 
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Kühlmantel der Küvette bewirkt werden. Die automatische Steuerung 
des Regulationsstroms wurde nach dem Prinzip der WHEATSTONEschen 
Brücke ermöglicht. Den konstanten Widerständen stehen 2 veränder- 
liche (th, und th,) gegenüber; th, in Exponierung zur Außenluft 
(Schatten) und th, für den Innenraum der Küvette. Ist die Küvetten- 
temperatur gleich der Außenlufttemperatur, so wird die Brücke stromlos 
und das Galvanometer steht auf 0. Steigt die Temperatur der Küvetten- 
luft über die Außenlufttemperatur oder sinkt sie unter diese, so weicht 
der Zeiger des Galvanometers je nach Überhöhung bzw. Unterschreitung 
der Außenlufttemperatur mehr oder weniger stark vom 0-Punkt ab. 
Wird die Skala des Galvanometers auf Temperaturgrade geeicht, und 
werden die Ausschläge des Zeigers nach links und rechts durch Kontakte 
beliebiger Toleranz der Abweichung vom 0-Punkt, z.B. + 1°C ab- 
gegrenzt, so wird beim Anschlag oder Überschreiten dieser Kontakte 
entweder das den Kühlstrom öffnende und schließende Magnetventil 
oder das den Wärmestrom öffnende und schließende Magnetventil in 
Tätigkeit gesetzt. 

Durch den auf diese Weise automatisch gelenkten Kühl- und Wärme- 
strom wird die Temperatur in der Küvette im Bereich der gewählten 
Toleranz — in vorliegender Apparatur auf + 1°C — konstant zur 
Außenlufttemperatur gehalten. 

Die Erwärmung des Regulationsstromes und dessen Kreislauf erfolgen 
in unserer Apparatur durch einen Ultrathermostaten nach HÔPPLER (H) 
und die Kühlung durch den dazugehörigen Kältespeicher (KS). Die Ther- ° 
moregelung geschieht durch einen nach dem Prinzip der WHEATSTONE- 
schen Brücke konstruierten Kleinregler (Kl) von Hartmann & Braun, 
Frankfurt a. M., in Verbindung mit den beiden Widerstandsthermo- 
metern und 2 Magnetventilen (M). Schaltung und Leitung des Regu- 
lationsstroms ist in der schematischen Abb. 6 angegeben. Im Schalt- 
schema ist nur ein Magnetventil angegeben, es hat sich aber bei Mit- 
verwendung des Höpplers als zweckmäßig erwiesen, ein zweites Magnet- 
ventil im Sinne obiger Beschreibung einzuschalten, da sonst ein Teil 
des erwärmten Wassers aus dem Höppler durch den Kältespeicher 
geleitet wird und der Eisverbrauch zu groß und die Trägheit der Regu- 
lierung nur unnötig erhöht wird. Die Widerstandsthermometer sind 
gegen Feuchtigkeit sehr empfindlich, ihre Lebensdauer kann aber 
erhöht werden, wenn sie luft- und wasserdicht konstruiert werden, so 
daß die in der Küvette auftretende sehr hohe Feuchtigkeit nicht in sie 
eindringen kann. In unserem Falle wurden die Widerstandsthermometer 
in einen Glasmantel eingeschmolzen. 

In den Kühlkreisverlauf können gleichzeitig 2 Küvetten eingeschaltet 
werden. Für die Kühlung der beiden Küvetten reichen an einem mitt- 
leren Strahlungstage im allgemeinen 2 Stangen Eis aus. Die Verwendung 
von Trockeneis ist nicht zu empfehlen, da einmal die freiwerdende CO, 
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die Standortsverhältnisse wesentlich ändern kann und zum anderen 
die Kühlwirkung mit Methanolkontakt zu hoch und ohne diesen zu 
gering sein würde und außerdem die Gefahr des Einfrierens für den 
Kältespeicher besteht, ganz abgesehen von den auf die Dauer zu hohen 
Kosten für die Trockeneiskühlung. 

Es ist notwendig, den Höpplerthermostaten und den Kältespeicher, 
die beide in einem gemeinsamen Kasten mit Glaswolle gut isoliert 
untergebracht wurden, bei höher inserierten Versuchsblättern in Höhe 
der Küvette aufzustellen. K 
Hin- und besonders Rück- == 
laufschläuche der Kühlwas- 
serleitungen dürfen nicht 
durchhängen, da die Ver- 
kittung des Wassermantels 
der Küvetten gegen Unter- 
und Überdruck sehr emp- £a 
findlich ist. Die schmalen en 
Seitenwände der Küvetten : 
sollten aus diesem Grunde 
in ihrer Dicke nicht zu 
schwach gewählt werden, 
damit die groBflichigen Bö- = 
den und Decken der Kü- MVe 
vette eine bessere Verkit- 
tungsgrundlage haben. 

Der Kleinregler ist sehr teuer (etwa 790 DM), der Höppler mit Kälte- 
speicher ebenfalls. Wir haben diese Geräte benutzt, weil sie zur Ver- 
fügung standen und die gesamte Kühleinrichtung ja zunächst im Prinzip 
erprobt werden mußte. Für die Neukonstruktion der Kühleinrichtung 
wird folgende, wesentlich preiswertere Konstruktion vorgeschlagen 
(Bosıan): Der Höppler mit seiner großen Wassermenge, deren Aufheizung 
kostspielig ist und die Trägheit des Systems nur unnötig erhöht, kann 
durch eine einfache Heizspirale und eine einfache Umwälzpumpe mit 
kleinem Motor ersetzt werden, ja, es kann selbst die nur bei Überkühlung 
in Funktion tretende Heizung und damit die Heizspirale vermieden 
werden, wenn durch Verwendung der beiden Magnetventile und zwei 
verschieden langer Kühlschlangen die Kühlung in 2 Stufen durchgeführt 
wird. Ebenso könnte der Kleinregler durch eine billigere Konstruktion 
ersetzt und durch die Einsparungen ein Kühlaggregat zur Vermeidung 
des häufigen Eiswechsels im Kältespeicher beschafft werden’. 





LV; 


Abb. 3. Vereinfachter Kühlkreislauf. 


1 Dieser vereinfachte und verbilligte Kiihlkreislauf (Abb. 3) ist fiir den An- 
schluB an die Netz- und Stromleitung als selbständige Apparatur vorgesehen und 
befindet sich im Bau. 
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d) Temperatur-. Licht- und Feuchtigkeitsregistrierung. 
Geldmangel und lange Lieferfristen nôtigten uns, von der an sich 
bequemeren Verwendung eines zweiten Sechsfarbenschreibers Abstand 
zu nehmen und zwei kontinuierlich und vollautomatisch registrierende 
Geräte (Gv) zu verwenden, die unseren Wünschen und Belangen ent- 
sprechend im Meteorologischen Institut der Technischen Hochschule 
Karlsruhe zusammengestellt und gebaut wurden! (Abb. 4). 





Abb. 4. Galvanometer mit Registriereinrichtung. Beschreibung s. S. 480. 


In einem lichtdicht verschließbaren Kasten ist ein Lichtstrich- 
galvanometer (Lange, Berlin-Steglitz) untergebracht. Links befindet 
sich die Registriereinrichtung. Ein Synchronmotor schiebt über ein 
kleines Ubersetzungsgetriebe den Film in der Kamera je Stunde um 
2 cm weiter. Gleichzeitig rotiert vor dem Objektiv der Kamera eine 
Blechscheibe mit einer Umdrehung je Minute und dazu mit gleicher 
Geschwindigkeit ein Kunststoffrädchen, das alle 30 sec zwei elektrische 
Kontakte auseinanderdrückt und sie nach 25 sec für 5 sec wieder zu- 
sammenfallen läßt. In der Blechscheibe sind zwei gegenüberliegende 
Sektoren von etwa 45° herausgeschnitten. Befindet sich einer dieser 


1 Herrn Prof. Dr. Diem, T.-H. Karlsruhe, und Herrn Reg.-Rat BURKHARDT, 
Wetteramt Neustadt, gebührt unser aufrichtiger Dank für die vielen technischen 
Hinweise und Ratschläge zur vollautomatischen Registrierung meteorologischer 
Daten. 
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beiden Sektoren gerade vor dem geöffneten KameraverschluB, so fällt 
der durch einen schmalen Schlitz an der Galvanometerskala oben und 
unten abgeblendete Lichtstrich als Punkt auf den Film. Hat die Blech- 
scheibe beim Weiterdrehen gerade das Objektiv wieder völlig abgedeckt, 
so berühren sich die beiden elektrischen Kontakte an der Kunststoff- 
scheibe und schließen damit einen 6 V 10 A-Stromkreis, der am Schalt- 
kasten die nächste Meßstelle einschaltet. Der Schaltkasten (Sch) ge- 
stattet die automatische Einschaltung 5 verschiedener Meßstellen, von 
denen jede einzelne alle 3 min auf dem Film durch einen Lichtpunkt 
registriert wird. In gleicher Weise wird der Nullpunkt registriert, so 
daß insgesamt 6 Meßpunkte in Abständen von 30 sec aufgezeichnet 
werden. Bei Ingangsetzen der Registriereinrichtung wird der Verschluß 
der Kamera gespannt und nach dem Verschließen des Kastens mittels 
eines Drahtauslösers dauernd offengehalten. Die Zeitmarken werden 
manuell in Übereinstimmung mit den auf dem Urasstreifen angegebenen 
Zeiten durch einen senkrecht über die Filmbreite verlaufenden Licht- 
strich gekennzeichnet. Als Filmmaterial wird Isopan ISS verwandt; 
ein Streifen von 60 cm reicht für eine ganze Tagesregistrierung aus. 

Die Auswertung der Filme erfolgt durch Projektion derselben auf 
ein vorbereitetes Millimeterpapier mit der Gradeinteilung der Galvano- 
meterskala. Die Vergrößerung wird so gewählt, daß eine bequeme Ab- 
lesung der einzelnen, in 30 sec-Abständen aufeinanderfolgenden Meß- 
punkte des Films möglich ist. Die Nullpunktkurven der Filme werden 
mit der des Millimeterpapiers in Deckung gebracht, die entsprechenden 
Werte der Licht- und Temperaturaufzeichnungen auf dem Millimeter- 
papier abgelesen und in Tabellen bzw. Kurven festgelegt. 

Wenn diese Auswertung der Filme auch etwas mühsamer ist als die 
bei einem Sechsfarbenschreiber, so vereinigt unsere vollautomatische 
Registriereinrichtung für thermoelektrische Messungen doch in sich die 
Vorteile der geringeren Kosten, geringster Trägheit und der geringeren 
Transport- und Stoßempfindlichkeit. Das sind Vorteile, die für Freiland- 
versuche mit häufigem Standortwechsel von erheblicher Bedeutung sind. 

Die passiven Lötstellen der Thermoelemente sind in einer großen 
Thermosflasche (7h) von 12 cm Innendurchmesser untergebracht. Die 
Drähte müssen dabei etwa 30 cm in die Thermosflasche eintauchen, 
damit der Einfluß der Außentemperatur ausgeschaltet bleibt. Die 
passiven Lötstellen (P) sind aus dem gleichen Grunde tief in die Thermos- 
flasche eingeführt und sind, damit sie absolut gleichmäßige Temperatur- 
konstanz untereinander haben, außerdem in einer mit Paraffinöl gefüllten 
Glasröhre untergebracht. Die Quecksilberkugel eines Kontrollthermo- 
meters muß sich in möglichster Nähe der Lötstellen befinden. Die 
Konstanthaltung der Temperatur in der Thermosflasche erfolgt durch 
einen Bimetallregler (R). Die einstellbare Temperatur soll 5 oder mehr 
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Grad über der zu erwartenden Tageshôchsttemperatur liegen. Der 
Regler ist mit 2 Heizwiderständen ausgestattet, dem noch ein kleinerer, 
direkt unterhalb der Bimetallspirale liegender Widerstand parallel ge- 
schaltet ist. Beim Einschalten der Heizung durch den Regler wird durch 
den kleineren Widerstand die Spirale sofort bevorzugt aufgeheizt, bevor 
die Wärmewelle aus den weiter entfernt angebrachten groBen Wider- 
ständen auf die Spirale einwirken kann. Dadurch wird der Strom so 
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Abb. 5. Vergleichsversuch zwischen Bimetallregler und Kontaktthermometerrelaisschaltung 
zur Konstanthaltung der Temperatur der passiven Lôtstelle in der Thermosflasche. 
Beschreibung s. S. 482. 


frühzeitig unterbrochen, daß die dann noch von den großen Heizern 
nachgelieferte Wärme zu keiner allzu großen Erwärmung des Gefäß- 
innern führen kann. 

Die Eignung des von uns verwandten Bimetallreglers geht aus den 
in Abb. 5 aufgezeichneten Vergleichskurven mit einer einfachen Kontakt- 
thermometerrelaisschaltung eindeutig hervor. 

Die beiden bei b aufgezeichneten Kurven geben einminütliche 
Ablesungen der in das Innere der Thermosflaschen eingeführten Queck- 
silberthermometer wieder. Die untere entspricht dem Temperaturgang 
des Bimetallreglers, die obere dem der einfachen Kontaktthermometer- 
relaisschaltung. Der Unterschied der Schaltperioden beider Messungen 
(20 und 50 min) und der geringere Ausschlag (1,3°C gegenüber 2°C) 
sprechen eindeutig für die genauere und schnellere Temperaturregelung 
des Bimetallreglers gegenüber der einfachen Kontaktthermometer- 
schaltung. 
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Die kurzfristigen Schwankungen der Kurven des Bimetallreglers 
wirken sich auf die Temperatur der passiven Lôtstellen nicht aus, da 
diese mit einer dreifachen Umhiillung von Kunststoffschläuchen versehen 
sind und alle zusammen — bei unseren Messungen in einer Thermos- 
flasche meist 8 — nochmals fest in Watte eingepackt wurden. Beim 
Eindringen in diese 4fache Umhüllung sind die Temperaturschwan- 
kungen längst zu einem statistischen Mittelwert ausgeglichen, was aber, 
wie die Erfahrung lehrte, bei der langfristigen Schaltung und den lang- 
welligen Perioden der Kontaktthermometerschaltung nicht der Fall ist. 

Die Kurven bei a und e wurden mit Thermoelementen gewonnen, 
und zwar die a-Kurven in der Deckelnähe der Thermosflasche und die 





Abb. 6. Unventiliertes Psychrometer nach DIEM. F feuchtes, Tr trockenes 
. Thermoelement, W Wasserreservoir. 


b-Kurven in Höhe der passiven Lötstellen. Der Gang der Kurven 
rechtfertigt die obige Forderung, die Thermoelemente und deren Löt- 
stellen möglichst tief in der Thermosflasche unterzubringen. 


Nach dem in der Thermosflasche erreichten Temperaturmittelwert 
wird dann der Nullpunkt des Galvanometers eingestellt. Der Ausschlag 
erfolgt proportional der Differenz zwischen passiver und aktiver Löt- 
stelle, wobei der Widerstand der Thermoelemente (10 Ohm) und der des 
Galvanometers mit der Skala so abgeglichen sind, daß die Einstellung 
des Lichtstriches auf der Skala eine direkte Temperaturablesung erlaubt, 
wenn die Pole des Thermoelementes am Galvanometer im richtigen Sinne 
geschaltet sind. 


Die Lichtregistrierung erfolgt in ähnlicher Weise mittels des Galvano- 
meters. Die verwendeten Photoelemente (Ph) sind durch Shuntung 
und Abdeckung mit Graufiltern so abgeglichen, daß der höchste Aus- 
schlag bei vollem Tageslicht nicht über die Skalenbreite des Galvano- 
meters hinausgeht. Die Ausschläge müssen nach einer vorbereiteten 
Eichkurve auf absolute Werte umgerechnet werden. 


Die automatische Registrierung der relativen Feuchtigkeit erfolgt 
ebenfalls mittels des Lichtstrichgalvanometers, und zwar in Verbindung 
mit dem thermoelektrischen Psychrometer von DIEM (1953) (Abb. 6). 
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Zur vollautomatischen Bestimmung der Windgeschwindigkeit ver- 
wenden wir einen Anemohodographen mit Fernleitung zum Schalen- 
kreuzwindmesser. 

Die Zusammenwirkung aller beschriebenen Geräte ist aus der schema- 
tischen Darstellung in Abb. 7 zu entnehmen. Luftführende Leitungen 
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Abb. 7. Schaltschema der Gesamtanlage. Beschreibung s. S. 484. 


sind durch einfache Schraffur, Kühlwasserleitungen durch Kreuz- 
schraffur angegeben und die Fernleitungen der Thermoelemente von der 
Küvette zu den Registriergeräten, desgleichen die zum und vom Klein- 
regler (Kl) zur Küvette und Kiihleinrichtung wurden durch unter- 
brochene Linien kenntlich gemacht. Im Schema sind oben der ,,Uras“ 
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mit den zugehörigen Hilfsgeräten, in der Mitte rechts die Meßstelle 
mit der Küvette (X), unten rechts die Kühleinrichtung (H, M, KS), 
Mitte rechts ein Lichtstrichgalvanometer (Gv) mit Schaltkasten (Sch) 
und schließlich unten links der Kleinregler (Kl) und das Registriergerät 
zum Kontaktanemometer (A) eingezeichnet. 


e) Das ‚Fliegende Laboratorium‘. 
Alle genannten und beschriebenen Geräte sind in einem eigens für 
Freilanduntersuchungen gebauten Einachsenanhänger von 1,80 m Länge, 


> 





Breite und Höhe untergebracht (Abb. 8). Der Anhänger kann durch 
4 herablaßbare Stützen ins Lot gestellt werden. Nach dem Aufbau der 


Küvetten, der klimatologischen Meßgeräte und der Kühleinrichtung am 


Standort der Versuchspflanze und dem Legen der Strom- und Luft- 
leitungen vom Standort zum ,,Fliegenden Laboratorium“ erfolgt die 
Einschaltung, Bedienung und Überwachung der vollautomatischen 
Registrierungen von einem Schaltbrett im Anhänger aus. Ein 200 m 
langes Kabel stellt die Verbindung mit dem Stromnetz her und der 
Stromverbrauch kann auf einem Zähler kontrolliert werden. 

Die empfindlichen Geräte sind entweder federnd aufgehängt (Uras 
mit Sechsfarbenschreiber, Gasumschalter usw.) bzw. auf Schwamm- 
gummi stehend gegen Stöße beim Standortwechsel abgesichert. Das 

Planta. Bd. 45. 33 
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Fahrgestell selbst ist mit einer guten Drehstahlfederung versehen. Bei 
einer Fahrgeschwindigkeit von 20 km/h und wiederholtem Einsatz bei 
Freilandversuchen haben wir nie Beschädigungen an den Geräten zu 
verzeichnen gehabt. 

Durch eine zweiteilige Fliigeltiir auf der Vorderseite und durch eine 
nach oben aufklappbare große Tür auf der ganzen Rückseite des An- 
hängers und eine Seitenklappe sind die Geräte bequem zugänglich ge- 
macht. Die aufklappbare Tür der Rückseite kann durch 2 Stangen 
abgestützt werden, dient als Dach für ein kubisches Anbauzelt von 
1,30 m? Grundfläche und schützt den Experimentierenden gegen Wind 
und Regen. Die Bedienung der Geräte erfolgt von diesem ,, Laboratorium- 
raum“ aus. Seitlich im Anhänger angebrachte Schubfächer und Kästen 
dienen zur Aufnahme der für das Arbeiten im Freiland unerläßlichen 
Utensilien und Werkzeuge. Von der Seitenklappe des Anhängers aus 
sind die beiden registrierenden Galvanometer mit Schaltkästen zu be- 
dienen. Im Vorderraum können während des Standortwechsels die Kühl- 
einrichtung, 200 m Netzkabel (auf einer Trommel), die Kabel für die 
Thermoelemente, Eichgasflaschen für den ,,Uras‘‘, Stative, ein Ruhebett 
für den Nachtdienst, ein Feldstuhl usw. untergebracht werden. Die 
20 m langen Kabel für die Thermoelemente, Widerstandsthermometer 
und Photoelemente sind in Kunststoffschläuchen zusammengefaßt, so 
daß ein leichtes und schnelles, sauberes Auslegen der Leitungen bis zum 
Standort der Versuchspflanzen erfolgen kann und ein Gewirr von Lei- 
tungen vermieden wird. 

Das ‚Fliegende Laboratorium‘ hat sich selbst bei einem Wolken- 
bruch von 50 mm Niederschlag in !/, Std als zweckmäßig und zuverlässig 
erwiesen. Der gesamte Versuchsaufbau arbeitete während dieser Witte- 
rungsunbill einwandfrei weiter. Übertemperaturen im ,,Fliegenden 
Laboratorium‘, die sich störend auf den ,,Uras‘‘ auswirken könnten, 
können durch zweckmäßige Aufstellung des Anhängers, Öffnen der 
Türen und durch Einschalten eines Ventilators weitgehendst vermieden 
werden. 


Vergleichsversuche mit vollautomatischer Küvettenkühlung 
und ungekühlter Küvette. 

Die Wirkung der Kühleinrichtung und deren Notwendigkeit für den 
Verfolg des Assimilationsverlaufs und des CO,-Haushaltes allgemein 
ist aus Abb. 9 eindeutig erkennbar. 

Die beiden unteren Kurven geben den Tagesgang der Außenluft- 
temperatur (Ta) und den der gekühlten Küvettenlufttemperatur (T9) 
wieder. Die Kühlung wurde gegen 9 Uhr in Betrieb gesetzt. Das 
Einspielen der Kühlung war gegen 10 Uhr erfolgt, so daß die Kü- 
vettenlufttemperatur im weiteren Verlauf mit geringen Schwankungen 





Uber die Vollautomatisierung der CO,-Assimilationsbestimmung. 487 


auf + 1 bis 2°C ausgeglichen wurde!. Die darüberliegenden beiden 
Assimilationskurven zeigen den Einfluß der Kühlung auf den Assi- 
milationsverlauf. Das Blatt in der gekühlten Küvette (Ass. g,) gibt 
das typische Bild einer Maximumkurve in guter Übereinstimmung 
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Abb. 9. Tagesgang einer CO,-Assimilationsbestimmung mit (Ass.g.) und ohne (Ass.u.) 
Küvettenkühlung. Beschreibung s. S. 486—488. 


mit dem Verlauf der Lichtkurven wieder, während das Blatt in der 
ungekühlten Küvette (Ass. u.) bereits bei etwa 19—20° C Außenluft- 
temperatur einen abgeflachten Kurvenverlauf und von 14 bis 16 Uhr 
eine deutliche Depression bei Temperaturen von 20—24° C anzeigt. 
Der Einfluß der Übertemperatur in der Küvette gegenüber der Außen- 
luft ist unverkennbar und ebenso der regulierende Einfluß der Küvetten- 
1 Die Genauigkeit der Regelung beträgt jetzt + 1°C und weniger und die 
Einspielung der Kühlung erfolgt heute wesentlich schneller. 
Planta. Bd. 45. 33a 
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kühlung. Die Tagesassimilation liegt nahezu doppelt so hoch wie bei 
der ungekühlten Küvette. 


Zeigte schon Abb. 9, daß bei Außenlufttemperaturen von 19—20° C 
die Assimilationswerte bei ungekühlter Küvette zu tief liegen, so gibt 
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Abb. 10. Tagesgang einer CO,-Assimilationsbestimmung 
mit (Ass.g.) und ohne (Ags.u.) Küvettenkühlung bei 
extremer Temperatur. Beschreibung s. S. 488/489. 


Abb. 10 einen noch ein- 
deutigeren Beweis fiir 
den EinfluB der Uber- 
hitzung der Kiivette auf 
die Assimilation. 

Die unterste Tempe- 
raturkurve (Ta) zeigt 
nach steilem Aufstieg im 
Tagesverlauf ab 12 Uhr 

Maximaltemperaturen 
von 33—34°C an. Die 
beiden oberen Lichtkur- 
ven lassen einen relativ 
gleichmaBigen  Strah- 
lungstag erkennen. Die 
Assimilationskurven der 
Rebblätter in der ge- 


“ kühlten (Ass.g.) und in 


der ungekühlten Kü- 


vette (Ass.u.) zeigen in ' 


den Morgenstunden von 
8--10Uhrzunächsteinen 
Anstieg, dem bei der 
gekühlten Küvette * ab 
10 Uhr ein Abfall der 
Assimilationsleistung in- 
folge der hohen Schat- 
tentemperaturen von 
33—34°C und der damit 
bedingten überhöhten 
Blattemperatur folgt. 
Die Assimilationswerte 
aber bleiben auch wäh- 
rend der Zeit maximaler 
Temperaturen immer 


noch positiv, während 
die Assimilationskurve 
des Blattes in der unge 

kühlten Küvette (Ass.u.) ab 10 Uhr steil abfällt, 113°Uhr bereits die Kom- 
pensationslinie überschreitet und dann nur noch erhebliche Atmungswerte 
bis zum Abbruch des Versuchs um 15 Uhr anzeigt. Das Blatt war verfärbt 











Uber die Vollautomatisierung der CO,-Assimilationsbestimmung. 489 


und wies groBeVerbrennungsflächen auf. Dieser steile Abfall findet seine Er- 
klärung in der Ubertemperatur in der ungekühlten Küvette, die um 9 Uhr 
bereits 47°C erreicht hatte und bis 15 Uhr nicht unter 40°C absank. 

Uberraschend wirkt zunächst der mit der Assimilationskurve gehende 
steile Temperaturabfall der ungekühlten Küvettenluft. Die Abnahme der 
endothermenAssimilation und die Zunahme der exothermen Atmung geben 
hierfiir keine direkte Erklärung, da die gesteigerte Atmung vielmehr eine 
Temperaturerhöhung bewirken müßte. Wiederholt gemachte Beobach- 
tungen, daß die Küvettentemperatur nach dem Entfernen des gesunden 
Rebblattes sofort tief herabsinkt und nach der Wiedereinführung in die Kü- 
vette sofort wieder ansteigt, und die weitere Beobachtung, daß bei hohen 
Übertemperaturen in der ungekühlten Küvette sich bis zum Auftreten 
regelrecht verbrannterBlatteileeineallmählicheVerfärbungdesBlattesein- 
stellt, lassen den Schluß zu, daß die wärmespeichernde und ausstrah- 
lende Wirkung des gesunden, grünen Blattes (SEYBOLD und BRAMBRING 
1933) durch Zerstörung des Chlorophylls weitgehend herabgesetzt wird. 

Der Temperaturabfall in der ungekühlten Küvette kann in dieser 
durch Beobachtung gestützten Annahme eine Erklärung finden. Der Be- 
weis hierfür aber soll noch durch eingehende Versuche erbracht werden. 

Allein dieser Kurvenvergleich in beiden Abbildungen (Abb. 9 und 10) 
bedeutet, daßalle bisher durchgeführten Freilandassimilationsbestimmungen 
selbst bei kurzfristigem Verbleib der Versuchspflanze in einer ungekühlten 
Kiivette mit ihren Auswertungen weit entfernt sind von der Erfassung 
der wirklichen CO,-Bilanz der Pflanzen, ganz zu schweigen von den 
Erscheinungen der bis unter den Kompensationspunkt gehenden mittäg- 
lichen Depressionen, die nicht auftreten, wenn Übertemperaturen in den 
Küvetten vermieden werden, wie Bostan bereits 1933 mit damals noch 
recht primitiver Vorkühlung der Kiivette beweisen konnte. 

Die Feststellung dieser Tatsache ist für uns Pflanzenphysiologen recht 
deprimierend, bestätigt und verstärkt aber die berechtigte Forderung, gerade 
bei der Veränderlichkeit der Außenfaktoren am natürlichen Standort 
der Versuchspflanzen die Methodik so aufzuziehen, daß neben der exakten 
Meßgenauigkeit der CO,-Bestimmungsgeräte die natürlichen Verhältnisse 
in der Küvette soweit wie möglich gewahrt bleiben. 

Die hier beschriebene Kühlvorrichtung entspricht dem wichtigsten 
Teil dieser Forderung: Die vollautomatische Konstanthaltung der Kiivetten- 
luft- mit der Außenlufttemperatur darf als weitgehend gelöst betrachtet werden 
und gestattet damit exaktere Bestimmungen des CO,-Haushaltes unter weit- 
gehender Angleichung an die natürlichen Verhältnisse und den unbeschadeten 
Verbleib der Versuchspflanze in der Küvette auf theoretisch unbegrenzte Zeit! 


Weitere Verbesserungsvorschläge für die Regulierung des Küvettenklimas. 

Mit der Regulierung der Küvettentemperatur und deren Angleichung an die 
Temperatur der Außenluft wird die durch „Glashauswirkung‘ bedingte Über- 
höhung der Blattemperatur gegenüber der Blattemperatur im Freien sehr wahr- 
scheinlich noch nicht restlos ausgeglichen, sondern nur stark herabgemindert 
und dadurch in tragbaren Grenzen gehalten. 
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Leider unterblieben durch besondere Umstände die Vergleichsbestimmungen 
der Blattemperaturen innerhalb und außerhalb der Küvette, so daß ein Vergleich 
mit den von TRANQUILLINI (1954) angestellten Untersuchungen bedauerlicherweise 
an dieser Stelle noch nicht gezogen werden kann. Das hier beschriebene System 
der Kiivettenkiihlung ist aber durchaus geeignet, durch Anbringung von Wider- 
standsthermometern an Blättern innerhalb und auBerhalb der Kiivette die Kühlung 
der Kiivette vollautomatisch so zu regulieren, daB auch die Blattemperaturen 
aufeinander abgestimmt werden. Außerdem kann — einer, aus einer persönlichen 
Unterhaltung mit dem Meteorologen Dr. WEISE, Würzburg, gezogenen Anregung 
folgend — durch Einbau eines kleinen Ventilators in der Küvette ein schnellerer 
Wärmeausgleich zwischen Blattoberfläche und Kühlmanteltemperatur erreicht 
werden, der ebenfalls einer Angleichung der Blattemperatur in der Küvette an die 
Blattemperatur im Freien entgegenkommt. 

Der Entwurf für die Konstruktion einer kombiniert vollautomatisch gekühlten 
und ventilierten Küvette liegt bereits vor. Die Bekanntgabe soll aber in Ver- 
bindung mit darauf abgestellten Versuchen einer besonderen Veröffentlichung 
vorbehalten bleiben (BosıAan). 

Die Lichtverhältnisse in der Küvette können durch entsprechende 
Wahl des Küvettenmaterials in optimalen Grenzen für die Pflanze 
gehalten werden, problematisch aber ist vorläufig noch die automatische 
Registrierung und Angleichung der relativen Feuchtigkeit in der Küvette 
zur relativen Feuchtigkeit der Außenluft und ebenso die gleichzeitige 
Bestimmung der Assimilation und Transpiration in dem aus der Küvette 
abgeleiteten Luftstrom mittels der Psychrometer, es sei denn, daß auf 
die natürliche relative Feuchte in dem der Assimilationsküvette zu- 
geführten Luftstrom durch Vortrocknung verzichtet wird. Diese Kon- 


zession aber schafft ein überhöhtes Dampfdruckgefälle vom Versuchs- . 


blatt zur Küvettenluft und damit eine Verfälschung der reellen Tran- 
spirationswerte. Der vorläufig einzig erkennbare, aber auch der noch 
mit großen Vorbehalten behaftete Weg zur kontinuierlichen Tran- 
spirationsbestimmung eines Blattes in situ im Luftstrom wäre der, 
unter Verzicht auf die gleichzeitige Assimilationsbestimmung mit einem 
sehr starken Luftstrom (besonders bei großen Blättern) den transpi- 
rierten Wasserdampf aus der auf Außenverhältnisse abgestimmten, blatt- 
gekühlten Küvette abzusaugen, einem registrierenden Feuchtigkeits- 
meßgerät auf kürzestem Weg zuzuführen und die Transpiration aus der 
Differenz zur relativen Feuchtigkeit der Außenluft zu bestimmen. 
Nach Abschluß des Manuskriptes erfuhr ich aus den Ber. d. D.B.G., 
daß Huser und MILLER (1954) das Problem der Wasserdampf- und 
Transpirationsregistrierung im laufenden Luftstrom mit Hilfe des von 
der BASF entwickelten ‚Thermoflux‘‘ gelöst haben. Meßergebnisse 
wurden jedoch von R. MILLER erst nach Abschluß der Vegetations- 
periode in Aussicht gestellt. Das ist ein erfreulicher Ausblick auf zu- 
künftige Untersuchungen über den Wasserhaushalt der Pflanzen. Ich 
(Bosian) hege jedoch — trotz der mit dem ,,Thermoflux“ ermöglichten 
hohen Meßgenauigkeit für Wasserdampfbestimmungen — Zweifel an 
der Möglichkeit zur Bestimmung natürlicher Transpirationswerte, bevor 
nicht das Problem des Küvettenklimas auch unter dem Gesichtspunkt 
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der Transpirationsbestimmung gelôst ist. Das gilt besonders für den 
verständlichen und durchaus wiinschenswerten Versuch, die Assimilation 
und die Transpiration im gleichen Luftstrom bestimmbar zu machen. 

Das wichtigste Problem für physiologische Freilanduntersuchungen über 
den CO,- und Wasserhaushalt der Pflanzen ist vorläufig — trotz der in 
vorliegender Verôffentlichung beschriebenen, exakte Werte anzeigenden 
Meßgeräte und des ,, Thermoflux“‘ mit seinen Nebeneinrichtungen — immer 
noch das Kiivettenklima. 

Zusammenfassung. 

1. Bedeutung und Notwendigkeit der vollautomatischen Messung 
und Registrierung der CO,-Assimilationsbestimmungen und der dazu- 
gehorigen klimatologischen Nebenmessungen bei Freilanduntersuchungen 
wurden herausgestellt und begriindet. 

2. In Versuchen wurde unter Beweis gestellt, daB, bei Unterlassung 
der Küvettenkühlung, alle bisher in Freilandversuchen über den CO,- 
Gaswechsel der Pflanzen, insbesondere die bei hohen Temperaturen 
und starker Sonnenstrahlung gewonnenen Ergebnisse einer grundsätz- 
lichen Korrektur bediirfen, da sie zu tiefe, durch Uberhitzung der 
Kiivetten bedingte Assimilationswerte anzeigen und mittagliche zum Teil 
erheblich unter die Kompensationslinie gehende Depressionen im 
Kurvenverlauf angeben, die in vorliegenden Versuchen selbst bei Luft- 
temperaturen von 33—34° C im Schatten nicht auftraten. 

Der Beweis wurde mit ungekühlten und vollautomatisch regulierten, 
wassergekühlten Küvetten in Vergleichsversuchen geführt und damit 
die bereits 1933 (BosrAN S. 267) vertretene Begründung für das Auftreten 
der starken mittäglichen Atmungswerte erneut bestätigt und die eben- 
falls damals vorgeschlagene Notwendigkeit der Küvettenkühlung als 
unumgänglich nachgewiesen. 

3. Ein ,,Fliegendes Laboratorium‘ wurde beschrieben für Freiland- 
versuche am natürlichen Standort der Versuchspflanze, und zwar für 
langfristige Untersuchungen von Pflanzenteilen im natürlichen Verband 
mit der Pflanze. Die Gesamtapparatur gestattet die vollautomatische 
Messung und Registrierung von 6 CO,-Bestimmungen in Abständen von 
je 1 min, 10 Messungen in 30 sec-Abständen (Temperatur, Licht, relative 
Feuchte), außerdem die Registrierung der Windgeschwindigkeit und die 
vollautomatische Küvettenkühlung. 

4. Die Küvette und deren vollautomatische Kühlung wurde be- 
schrieben. Die Kühlung kann so reguliert werden, daß die Küvetten- 
lufttemperatur auf die der Außenluft mit einer Toleranz von + 1°C 
abgestimmt und konstant gehalten bleibt. 

5. Für die Angleichung der überhöhten Blattemperatur in der Küvette 
an die der Außenluftblattemperatur ist eine weitere Verbesserung der 
gekühlten Küvette vorgesehen dahingehend, daß durch den Einbau 
eines Luftumwälzers ein schnellerer Temperaturausgleich von der Blatt- 
oberfläche zum Kühlmantel erreicht wird. 
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6. Die Angleichung der relativen Feuchtigkeit in der Küvette mit 
Pflanze an die der Außenluft ist vorläufig noch nicht möglich, ebenso 
die gleichzeitige Bestimmung der Assimilation und der Transpiration 
in dem aus der Küvette abgeleiteten Luftstrom. 

7. Das wichtigste Problem für physiologische Freilanduntersuchungen 
über den CO,- und Wasserhaushalt der Pflanze bleibt vorläufig noch 
das Küvettenklima. 
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